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IZVLEČEK 
Avtoinflamatorne bolezni so heterogena skupina bolezni, za katere je značilno sterilno in 
kronično vnetje v odsotnosti specifičnih avtoprotiteles in antigen-specifičnih T celic.   
Periodični vročinski sindrom z aftami, faringitisom in adenitisom (PFAPA) je najpogostejša 
avtoinflamatorna bolezen pri otrocih. Na Pediatrični kliniki v Ljubljani je bilo od leta 2006 
do konca leta 2016 diagnosticiranih 130 bolnikov. Za sindrom so značilni ponavljajoči se 
zagoni visoke vročine, afte, vnetje žrela in vratnih bezgavk. Simptomi se začnejo pojavljati 
v zgodnjem otroštvu, trajajo 2 do 7 dni in se periodično ponavljajo vsakih nekaj tednov. V 
času med zagoni otroci nimajo težav in v krvi nimajo prisotnih laboratorijskih znakov vnetja. 
Bolezen je dolgotrajna, vendar pa pri večini bolnikov izzveni pred puberteto brez posledic. 
PFAPA še vedno velja za sporadičen sindrom. Patogeneza bolezni do zdaj še ni bila 
pojasnjena, domnevajo pa, da je v patogenezo bolezni lahko vključena signalna pot preko 
inflamasoma AIM2. Hkrati vedno več študij govori v korist genetskemu ozadju bolezni. 
 
Namen naše raziskave je bila klinična opredelitev bolnikov s PFAPA, ki se vodijo na 
Pediatrični kliniki v Ljubljani, in dodatna pojasnitev patogeneze sindroma PFAPA na osnovi 
ugotovljenih genetskih značilnosti. Zaradi prekrivajoče klinične slike smo analizirali gene, 
ki so povezani z nastankom ostalih, dednih periodičnih vročinskih sindromov (MEFV, 
NLRP3, MVK, TNFRSF1A), ter gene, ki so se nam zaradi svojega delovanja in povišanega 
proteinskega nivoja pri bolnikih s PFAPA zdeli možni kandidatni geni (AIM2, PYCARD, 
SPAG7, SAA1, SAA2, CXCL10, CXCL9 in CXCR3). 
 
V raziskavo o kliničnih značilnostih smo vključili 114 bolnikov s sindromom PFAPA, 66 
fantov in 48 deklet. Podatke smo pridobili iz razpoložljive medicinske dokumentacije. 
Pomemben del naše raziskave je bila tudi opredelitev pojavljanja bolezni PFAPA pri 
družinskih članih, kjer so rezultati pokazali, da ima 70 % bolnikov pozitivno družinsko 
anamnezo, pri čemer je imela polovica bolnikov več kot enega družinskega člana z 
anamnezo PFAPA. Ta ugotovitev govori v korist genetskemu ozadju bolezni. 
 
V raziskavo o genetskih značilnostih smo vključili 80 bolnikov, kjer smo z metodama PCR 
in sekvenčno reakcijo opredelili spremembe v preiskovanih genih, z metodo alelne 
diskriminacije pa smo določene spremembe opredelili tudi pri zdravih preiskovancih ter pri 
dodatnih 19 bolnikih s PFAPA. 
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Skupno smo v 12 genih opredelili 83 različnih sprememb. Spremembe z možnim vplivom 
na vnetni proces so bile odkrite v genih MEFV, NLRP3, TNFRSF1A in CXCL10 pri 23 
bolnikih. Sedem od teh bolnikov je imelo po dve različni spremembi. Večinoma so to 
spremembe, ki so bile odkrite pri bolnikih z drugimi dednimi periodičnimi vročinskimi 
sindromi oziroma bolnikih z drugimi imunsko pogojenimi boleznimi. Najbolj zanimiva je 
bila novoodkrita sprememba v genu NLRP3, p.Pro200Thr, odkrita pri dveh bolnikih, ki po 
analizi in silico s spletnim orodjem CADD velja za patološko. 
 
Domnevamo, da imajo te spremembe večinoma nizko penetranco in same niso zadostne za 
pojav tipične slike drugih avtoinflamatornih bolezni, zelo verjetno pa imajo vpliv na 
povečano dovzetnost za sprožitev vnetnega procesa in tako lahko prispevajo k patogenezi 
sindroma PFAPA. Na osnovi izsledkov raziskave sklepamo, da je PFAPA rezultat delovanja 
različnih sprememb z nizko penetranco in variabilno ekspresivnostjo v različnih genih v 
kombinaciji z epigenetskimi dejavniki in dejavniki iz okolja, ki skupaj vodijo v razvoj enotne 
klinične slike sindroma PFAPA. 
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ABSTRACT 
Autoinflammatory diseases are a heterogeneous group of disorders, characterized by sterile 
and chronic inflammation in the absence of specific autoantibodies formation and antigen-
specific T cells.  Periodic fever syndrome with aphthous stomatitis, pharyngitis, and cervical 
adenitis (PFAPA) represents the most common autoinflammatory disease of childhood. At 
the University Children’s Hospital Ljubljana, 130 patients were diagnosed with PFAPA 
from year 2006 to the end of year 2016.  This clinical entity is characterized by recurrent 
episodes of high fever, aphthous stomatitis, pharyngitis and cervical adenitis. Symptoms 
begin in early childhood, lasting two to seven days and periodically repeat every few weeks. 
Patients are asymptomatic with normalization of laboratory markers during the remission. 
The disease is long-lasting, however, it generally resolves before puberty with no 
consequences for the patient. PFAPA is still considered as a sporadic disease. The 
pathogenesis of the disease has not yet been clarified, but it is presumed that the pathogenesis 
of the disease may include a signal pathway via AIM2 inflammasome. At the same time, 
more and more studies are in favor of the genetic background of the disease. 
 
The aim of our study was clinical evaluation of PFAPA patients from University Children’s 
Hospital Ljubljana and further clarification of pathogenesis of PFAPA syndrome based on 
established genetic characteristics. Due to the overlapping clinical picture, we analyzed 
genes associated with other hereditary periodic fever syndromes (MEFV, NLRP3, MVK, 
TNFRSF1A) and genes that, due to their action and elevated protein level in patients with 
PFAPA, could be potential candidate genes for PFAPA syndrome (AIM2, PYCARD, SPAG7, 
SAA1, SAA2, CXCL10, CXCL9 and CXCR3). 
 
114 patients with PFAPA syndrome (66 boys and 48 girls), were included in the study on 
clinical characteristics. We obtained data from the available medical documentation. An 
important part of our study was the determination of the occurrence of PFAPA in family 
members of our patients, where the results showed that 70 % of our patients had positive 
family history. Furthermore, half of PFAPA patients had more than one family member with 
a history of PFAPA. This finding speaks in favor of the genetic background of the disease. 
 
In the study of genetic characteristics, 80 patients were included, where variants in the 
investigated genes were determined by the PCR method and Sanger sequencing. Allelic 
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discrimination method was also used to determine certain genetic variants in healthy subjects 
and in additional 19 patients with PFAPA.  
 
In total, 83 genetic variants were identified in 12 genes. Variants with a possible effect on 
inflammatory process were detected in MEFV, NLRP3, TNFRSF1A and CXCL10 genes in 
23 patients. Seven of these patients carried two different variants. These are mostly variants 
that have also been detected in patients with other hereditary periodic fever syndromes or 
patients with other immune diseases. The most interesting gene variant was the novel variant 
in the NLRP3 gene, p.Pro200Thr, found in two PFAPA patients, which was considered to 
be pathological after the in silica analysis with CADD online tool. 
  
We assume that these are all probably low-penetrant variants which are usually not sufficient 
for the appearance of a typical clinical picture of other autoinflammatory diseases. However, 
they are likely to have an impact on the increased susceptibility to inflammatory process and 
thus contribute to the pathogenesis of PFAPA syndrome. Based on the results of our study, 
we conclude that PFAPA syndrome is the result of the multiple low-penetrant gene variants 
with variable expressivity in different genes in combination with epigenetic factors and 
environmental factors leading to uniform clinical picture of PFAPA syndrome. 
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SEZNAM KRATIC 
% odstotek (ang. percent) 
°C stopinje Celzija 
3' UTR neprevajajoča se regija na 3' koncu (ang. 3 prime untraslated region) 
5' UTR neprevajajoča se regija na 5' koncu (ang. 5 prime untraslated region) 
A adenin (ang. adenine) 
A260/A280 razmerje absorbanc pri 260 nm in 280 nm 
AIM2  ang. absent in melanoma 2 
ak aminokislina 
ANA protijedra protitelesa (ang. antinuclear antibodies) 
AP-1 protein, aktivator transkripcije (ang. activator protein) 
APH50 alternativna pot komplementa (ang. alternative complement pathway) 
AST antistreptolizin O (ang. anti-streptolysin O) 
BLAST angl. basic local alignment search tool 
bp bazni par (ang. base pair) 
C citozin (ang. cytosine) 
CADD ang. combined annotation dependent depletion 
CAPS periodični vročinski sindrom povezan s kriopirinom (ang. cryopyrin-associated 
periodic syndrome) 
CH50 klasična pot komplementa (ang. classical complement pathway) 
CRP C-reaktivni protein (ang. C-reactive protein) 
CXCL10  kemokin 10 z vzorcem C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine 10) 
CXCL9  kemokin 9 z vzorcem C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine 9) 
CXCR3 receptor za kemokin 3 (ang. chemokine receptor CXCR3) 
dbSNP podatkovna zbirka posameznih nukleotidnih sprememb (ang. the single 
nucleotide polymorphism database) 
ddNTP dideoksinukleozidtrifosfat (ang. dideoxynucleoside triphosphate) 
dsDNA dvojnovijačna DNA (ang. double-stranded DNA) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleozidtrifosfat (ang. deoxynucleoside triphosphate) 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 
ExAC  ang. exome aggregation consortium browser 
FMF družinska mediteranska vročica (ang. familial Mediterranean fever) 
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FoxA2a transkripcijski faktor (ang. forkheadbox A2a) 
G gvanin (ang. guanin) 
GCSF stimulirajoči faktor kolonije granulocitov (ang. granulocyte-colony stimulating 
factor) 
HGMD podatkovna zbirka humanih genskih mutacij (ang. human gene mutation 
database) 
HIDS periodični vročinski sindrom s hiperimunoglobulinemijo D (ang. 
hyperimmunoglobulinemia D periodic syndrome), danes se pogosteje uporablja 
ime pomanjkanje mevalonske kinaze (ang. mevalonate kinase deficiency, 
MKD) 
HIN200 domena AIM2 proteina, hematopoetski interferon inducibilni jedrni antigeni z 
200 aminikoslinskimi ponovitvami (ang. hematopoietic interferon-inducible 
nuclear antigens with 200 amino acid repeats) 
IFN-γ  interferon gama (ang. interferon gamma) 
IgA imunoglobulin A (ang. immunoglobulin A) 
IgD imunoglobulin D (ang. immunoglobulin D) 
IgG imunoglobulin G (ang. immunoglobulin G) 
IgM imunoglobulin M (ang. immunoglobulin M) 
IL-10 interlevkin 10 (ang. interleukin 10) 
IL-17 interlevkin 17 (ang. interleukin 7) 
IL-1β interlevkin 1β (ang. interleukin 1β) 
IL-4 interlevkin 4 (ang. interleukin 4) 
IL-6 interlevkin 6 (ang. interleukin 6) 
IL-7 interlevkin 7 (ang. interleukin 7) 
INFEVERS register mutacij dednih avtoinflamatornih bolezni (ang. the registry of hereditary 
auto-inflammatory disorders mutation) 
IRF1 interferon regulatorni faktor 1 (ang. interferon regulatory factor 1) 
L liter (ang. litre) 
M molarnost (ang. molarity) 
m mili (ang. milli) 
m  meter (ang. Metre) 
MAF frekvenca redkejšega alela (ang. minor allele frequency) 
MEFV gen za mediteransko vročico (ang. mediterranean fever) 
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MgCl2 magnezijev II klorid (ang. magnesium II cloride) 
min minuta (ang. minute) 
MKD pomanjkanje mevalonske kinaze (ang. mevalonate kinase deficiency) 
MVK mevalonska kinaza (ang. mevalonate kinase) 
n nano (ang. nano) 
NCBI nacionalni center za biotehnološke podatke (ang. national center for 
biotechnology information) 
NF-κB transkripcijski faktor κB (ang. nuclear factor κB) 
NLRP3 NACHT, LRR in PYD domene vsebujoč protein 3, kriopirin (ang. NACHT, 
LRR and PYD domains-containing protein 3, cryoprin) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PFAPA periodični vročinski sindrom z aftami, faringitisom in adenitisom (ang. periodic 
fever, aphthous stomatitis, pharyngitis, and cervical adenitis)  
PVS periodični vročinski sindrom 
PYCARD  specku podoben protein, povezan z apoptozo in vsebujoč domeno CARD (ang. 
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) 
PYD pirinska domena (ang. pyrin domain) 
s sekunda (ang. second) 
SAA1  sarumski amiloid A 1 (ang. serum amyloid A 1) 
SAA2 sarumski amiloid A 2 (ang. serum amyloid A 2) 
SPAG7 s semensko tekočino povezan antigen 7 (ang. sperm associated antigen 7) 
STAT-1 signalizator translacije in aktivator transkripcije 1 (ang. signal transducer and 
activator of transcription 1) 
T timin (ang. thymine) 
TBE tris borat EDTA (ang.  ris borate EDTA) 
TNFRSF1A receptor 1A za TNF  (ang. TNF receptor superfamily member 1A) 
TNF-α faktor tumorske nekroze alfa (ang. tumor necrosis factor alpha) 
TRAPS periodični vročinski sindrom povezan z receptorjem za faktor tumorske nekroze 
TNF (ang. tumor necrosis factor receptor-associated periodic syndrome) 
UV ultravijolična svetloba (angl. ultraviolet light) 
V volt (ang. volt) 
xg krat gravitacija (ang. times gravity) 
μ mikro (ang. micro) 
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1 UVOD 
1.1 Avtoinflamatorne bolezni 
Termin »avtoinflamacija« se je prvič pojavil leta 1999, z namenom opisa novo opredeljene 
skupine bolezni, ki so posledica motnje v delovanju imunsko posredovanega vnetja, hkrati 
pa se močno razlikujejo od že znanih avtoimunskih bolezni (1). Za avtoinflamatorne bolezni 
je tako značilno sterilno in kronično vnetje, ki je posledica porušene regulacije prirojenega 
imunskega sistema in ne pridobljenega, kot je značilno za avtoimunske bolezni. Govorimo 
o kroničnem vnetju v odsotnosti specifičnih avtoprotiteles in antigen-specifičnih limfocitov 
T (1–4). 
 
Napredek v genetski tehnologiji je vodil v identifikacijo mnogih monogenskih motenj ter 
genov, katerih mutacije so vzročne za pojav teh bolezni. Trenutno poznamo glede na 
molekularne značilnosti šest skupin avtoinflamatornih bolezni (2): sindromi, ki so posledica 
porušene regulacije aktivacije IL-1β (inflamasomopatije), sindromi aktivacije jedrnega 
transkripcijskega faktorja κB (ang. nuclear factor κB, NF-κB), motnje, ki so posledica 
napačnega zvitja proteinov, bolezni regulacije komplementa, motnje v signalizaciji 
citokinov in sindromi aktivacije makrofagov. Poznanih pa je tudi nekaj avtoinflamatornih 
sindromov z neznano patogenezo in z neznanim vzročnim genom, ki jih ne moremo uvrstiti 
v nobeno od zgoraj omenjenih skupin (2,4). 
      
1.2 Periodični vročinski sindromi 
Velik delež avtoinflamatornih bolezni so periodični vročinski sindromi (PVS), katerih 
skupna značilnost ni patogenetski mehanizem, saj se znotraj te skupine pojavljajo različni 
mehanizmi avtovnetnega procesa. Njihova skupna značilnost je klinična slika s 
ponavljajočimi vročinskimi stanji, ki jih lahko spremljajo tudi druge klinične manifestacije. 
Za posamezne sindrome so značilni specifični simptomi in znaki, ki tako omogočajo njihovo 
klinično prepoznavo (2,4).  
 
Vzrok periodičnih vročinskih sindromov je lahko genetski. Pri nekaterih sindromih so že 
odkrili mutacije v genih, ki kodirajo proteine odgovorne za nastanek vnetnega odziva. 
Predvsem so to geni pirinske družine, ki sodelujejo pri apoptozi, signalizaciji in aktivaciji 
vnetnih citokinov (6,7) oziroma geni, ki so vpleteni v aktivacijo interlevkina IL-1β (8). Med 
periodične vročinske sindrome pa uvrščamo tudi druge bolezni, pri katerih genetska okvara 
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še ni bila odkrita, kot na primer periodični vročinski sindrom z aftami, faringitisom in 
adenitisom (ang. periodic fever, aphthous stomatitis, pharyngitis, and cervical adenitis, 
PFAPA) (3). 
 
1.2.1 Periodični vročinski sindrom z aftami, faringitisom in adenitisom 
1.2.1.1 Pojavnost 
Sindrom PFAPA je novo prepoznana bolezen, ki je bila prvič poimenovana in opisana leta 
1987 (9,10). Je najpogostejša avtoinflamatorna bolezen pri otrocih brez znane genetske 
okvare in z neznano patogenezo (11–13). Edina študija, kjer so ocenili incidenco bolezni, je 
bila izvedena s strani Førsvoll in sodelavcev, kjer je bila ocenjena letna incidenca bolezni od 
2,3 do 3 novo odkritih bolnikov na 10.000 otrok, starih do 5 let (14). Na Pediatrični kliniki 
v Ljubljani je bilo od leta 2006 do konca leta 2016 diagnosticiranih približno 130 bolnikov. 
Bolezen je pogosto neprepoznana, zato predvidevamo, da je v Sloveniji in tudi po svetu 
število bolnikov verjetno večje. 
 
1.2.1.2 Klinična slika in postavitev diagnoze sindroma PFAPA 
Za sindrom PFAPA so značilni ponavljajoči se zagoni visoke vročine, afte, vnetje žrela in 
vratnih bezgavk. Simptomi se začnejo pojavljati v zgodnjem otroštvu, običajno pred petim 
letom starosti, trajajo 2 do 7 dni in se periodično ponavljajo vsakih nekaj tednov. Poleg 
značilnih zagonov visoke vročine so lahko prisotne še ostale klinične manifestacije, kot so 
slabost, bolečine v sklepih, bolečine v trebuhu, glavobol, bruhanje, driska in kašelj. V času 
med zagoni vročine otroci nimajo težav in v krvi nimajo prisotnih laboratorijskih znakov 
vnetja. Bolezen ne vpliva na otrokovo rast in razvoj (7,15,16).  
 
Postavitev diagnoze temelji na značilni klinični sliki. Potrebne so vsaj 3 nepojasnjene 
vročinske epizode v obdobju 6 mesecev (dnevne vročine višje od 38 °C in trajajoče 2–7 dni), 
vnetje žrela in povečane bezgavke in/ali aftozne spremembe po ustni votlini ter popolno 
okrevanje med zagoni bolezni z normalizacijo laboratorijskih izvidov parametrov vnetja. V 
diferencialni diagnozi je treba izključiti okužbe in druge bolezni s podobno klinično sliko, 
maligne bolezni, prirojene in pridobljene imunske pomanjkljivosti, ciklično nevtropenijo in 
dedne periodične vročinske sindrome (FMF, TRAPS, CAPS in MKD), kjer se klinične 
manifestacije lahko prekrivajo s simptomi PFAPA (7,15,17). 
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1.2.1.3 Zdravljenje 
Za bolezen ni specifičnega zdravila. Cilj zdravljenja je tako blažitev simptomov ob napadu. 
Zdravila, ki se uporabljajo za nižanje povišane telesne temperature so paracetamol in 
nesteroidni antirevmatiki. 
Navadno so prva izbira za blažitev simptomov kortikosteroidi, ki v roku nekaj ur popolnoma 
ustavijo napad, obenem pa lahko skrajšajo tudi čas med zagoni bolezni, zato se njihova 
uporaba vedno prilagodi posamezniku, torej kako intenzivni so zagoni bolezni in kakšen je 
odziv bolnika na zdravilo (8,18–20). 
Pri večini bolnikov tudi odstranitev mandljev prepreči nadaljnje napade, je pa glede na 
invazivnost posega in premalo dolgotrajnih študij o dolgoročnih posledicah odstranitve 
mandljev na bolnika, izvedba posega vedno stvar odločitve zdravnika in dogovora s starši 
oziroma skrbniki, torej kako intenzivni in pogostosti so napadi, ali je bolnik neodziven na 
kortikosteroide in kakšen vpliv ima bolezen na življenje bolnika in njegove družine (20–22). 
Za učinkovito se je izkazalo tudi zdravljenje z blokado interlevkina 1β (IL-1β) in sicer z 
uporabo interleukin 1 receptor antagonista  (IL-1RA), je pa bilo takšno zdravljenje testno 
izvedeno le na petih bolnikih s PFAPA (7). 
 
Bolezen je sicer dolgotrajna, vendar se sčasoma obdobje med zagoni daljša in tako pri večini 
bolnikov težave izzvenijo brez posledic pred puberteto (7). Znanih pa je vedno več primerov 
bolnikov, pri katerih bolezen traja tudi dlje oziroma pri katerih je prišlo do prvega zagona 
bolezni šele v odrasli dobi (23,24). 
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1.2.1.4 Biokemijske značilnosti in patogeneza 
Za sindrom PFAPA je značilno povišanje števila monocitov in nevtrofilcev. Pride tudi do 
povečanja količin ostalih komponent prirojenega imunskega sistema, kot so komplement in 
vnetni citokini IL-1β, interlevkin 18 (IL-18) in interlevkin 6 (IL-6), kar kaže na aktivacijo 
bolezni oziroma zagon preko inflamasomske poti (13). Koncentracije citokinov interlevkina 
7 (IL-7) in interlevkina 17 (IL-17) (11) ter protivnetnih citokinov interlevkina 10 (IL-10) in 
interlevkina 4 (IL-4) (17) so znižane. Povišane so tudi koncentracije interferona gama (IFN-
γ) (17). Hkrati pride tudi do povišanja koncentracije kemokinov (CXCL10, CXCL9) (7) ter 
aktivacije in kopičenja limfocitov T na mestu vnetja, kar se kaže kot znižanje števila 
limfocitov T v krvi in nakazuje, da gre pri sindromu PFAPA tudi za delno aktivacijo 
pridobljenega imunskega sistema. Število bazofilcev je znižano. Parametri vnetja, kot so C-
reaktivni protein, sedimentacija eritrocitov in serumski amiloid A (CRP, SR in SAA) so 
povišani, v času med napadi bolezni pa padejo na normalen nivo (13). 
 
Patogeneza bolezni do sedaj še ni bila povsem pojasnjena. Preučevani so bili različni vzroki 
za nastanek bolezni vključno z okužbami, razvojem imunskega sistema, dejavniki iz okolja 
in genetsko predispozicijo (25). Pomanjkanje avtoprotiteles in avtoreaktivnih limfocitov T 
(2,26) ter krajšanje intervala med zagoni bolezni po zdravljenju s kortikosteroidi (5,22) 
nakazuje, da porušenje regulacije pridobljenega imunskega sistema ni vzrok za nastanek 
bolezni. Neodzivnost na antibiotike (27) in izjemno hiter odziv na zdravljenje s 
kortikosteroidi (5,8,20,22) ne kaže na okužbo, temveč kaže bolj v prid porušeni regulaciji 
produkcije citokinov (7). 
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Stojanov in sodelavci so predpostavili, da neka neznana okužba, v povezavi s pridobljeno 
ali prirojeno imunsko pomanjkljivostjo, lahko sproži epizode sindroma PFAPA, in sicer 
preko aktivacije pretežno klasične poti komplementa ali preko neposredne aktivacije 
inflamasoma AIM2 v monocitih in makrofagih. AIM2 je aktiviran preko citosolne dsDNA, 
kar povzroči nastanek inflamasomskega kompleksa in aktivacijo kaspaze-1. Posledica tega 
je aktivacija citokinov IL-1β in IL-18 ter povišana temperatura, z aktivacijo IL-6 pride do 
povečanja količine proteinov akutne faze vnetja SAA in CRP. Hkrati se ob tem preko IL-1β 
in IL-18 aktivirajo limfociti T, ki izločajo interferon γ (IFN-γ), ki v povratni zanki dodatno 
aktivira monocite in makrofage. Tako prihaja do povečanega izločanja od IFN-γ odvisnih 
kemokinov (CXCL10, CXCL9, GCSF), ki aktivirajo potovanje aktiviranih limfocitov T, 
eozinofilcev in nevtrofilcev na mesto domnevne okužbe (bezgavke, žrelo) (slika 1) (7).  
 
 
 
Slika 1: Predpostavljena patogeneza sindroma PFAPA. 
Povzeto po (7). 
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1.2.1.5 Genetske značilnosti sindroma PFAPA 
PFAPA še vedno velja za sindrom brez znanega genetskega vzroka. Kljub temu vedno več 
študij nakazuje, da bi bolezen lahko bila dedna (28–30). Veliko bolnikov ima pozitivno 
družinsko anamnezo (9,12,29–31). Hkrati ima PFAPA močno prekrivajoče simptome z 
ostalimi dednimi periodičnimi vročinskimi sindromi (28), kar kaže na potencialno skupno 
patogenezo in nakazuje vpletenost enakih celic in vnetnih dejavnikov. Podobno kot nekateri 
ostali dedni periodični vročinski sindromi se tudi PFAPA lahko uspešno zdravi z blokado 
receptorja za IL-1β (7). Kljub nekaterim študijam in njihovim ugotovitvam, ki nakazujejo 
na genetski vzrok sindroma, pa je izjemno malo znanega o samem genetskem ozadju 
sindroma PFAPA.  
 
1.2.1.5.1 Kandidatni geni 
1.2.1.5.1.1 Geni, povezani z ostalimi periodičnimi vročinskimi sindromi 
Zaradi možnega prekrivanja klinične slike pri bolnikih s PFAPA in bolnikih z ostalimi 
periodičnimi vročinskimi sindromi, bi lahko bili vzročni geni sindroma PFAPA geni, ki te 
sindrome povzročajo (slika 2). 
 
Gen MEFV 
Gen MEFV (regija 16p13.3) je sestavljen iz 10 eksonov. Nosi zapis za protein pirin 
(marenostrin), ki je sestavljen iz 781 aminokislin (ak) (32) in je pomemben modulator 
prirojene imunosti. Izraža se v nekaterih belih krvničkah, kjer sodeluje s citoskeletom in tako 
vpliva na obliko, velikost in gibanje celic na mesto vnetja. Njegova funkcija je tudi negativna 
regulacija imunskega odziva oziroma njegova zaustavitev, ko le ta ni več potreben. Mutacije 
v genu MEFV lahko povzročijo manjšo količino proteina ali slabše delujočo obliko, ki se 
klinično kaže kot nekontrolirano in podaljšano vnetje z vročino, bolečinami v trebuhu, 
prsnem košu in vnetju sklepov (družinska mediteranska vročica, ang. familial Mediterranean 
fever, FMF) (32–34). Bolezen se načeloma deduje avtosomno recesivno, se pa pojavljajo 
tudi primeri z avtosomno dominantnim vzorcem dedovanja (32). 
 
Gen MVK 
Gen MVK (regija 12q24.11) je sestavljen iz 11 eksonov, od katerih je 10 kodirajočih. Nosi 
zapis za 396 ak dolg protein mevalonsko kinazo (35), ki je potrebna za normalno delovanje 
organizma. Sodeluje pri zgodnji sintezi holesterola, ki se kasneje pretvori v steroidne 
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hormone in žolčno kislino. Prav tako sodeluje pri nastanku določenih snovi, potrebnih za 
nekatere celične funkcije (rast, zorenje, diferenciacija, nastanek citoskeleta, produkcija in 
modifikacija proteinov). Mutacije v genu lahko povzročijo nestabilen encim in so povezane 
z nastankom sindroma pomanjkanje mevalonske kinaze (ang. mevalonate kinase deficiency, 
MKD), ki se klinično kaže kot  ponavljajoča vročina, zatečene vratne bezgavke in grlo, kožni 
izpuščaj, glavobol, razjede v ustih, prebavne težave in zatekanje sklepov. Bolezen se deduje 
avtosomno recesivno (35,36). 
 
Gen NLRP3 
Gen NLRP3 (regija 1q44) je sestavljen iz 9 eksonov in se prepiše v 1036 ak zapis za  protein 
kriopirin (37). Kriopirin je receptor za prepoznavo nevarnih signalov, ki lahko sproži 
formacijo inflamasomskega kompleksa, kar v končni fazi vodi v aktivacijo prekurzorjev 
citokinov IL-1β in IL-18 (38). Pri mutiranem genu se kriopirin funkcionalno spremeni, tako 
da podaljša delovanje inflamasomskega kompleksa in aktivacijo IL-1β, ki se klinično kaže 
v povišani vročini, značilnih izpuščajih, z bolečinami v sklepih, izgubo sluha in težavami s 
centralnim živčevjem (periodični vročinski sindrom povezan s kriopirinom, ang. cryopyrin-
associated periodic syndrome, CAPS). Bolezen se deduje avtosomno dominantno (19, 20). 
 
Gen TNFRSF1A 
Gen TNFRSF1 (regija 12p13.31) je sestavljen iz 10 eksonov in kodira 455 ak dolg receptor 
za faktor tumorske nekroze α (TNF-α). TNF-α je citokin, ki je primarno sintetiziran v 
makrofagih in monocitih, je vključen v sistemsko vnetje, imunski odziv in celično apoptozo, 
kar doseže z vezavo na celični receptor. Mutacije v tem genu spremenijo vezavno mesto za 
citokin, kar lahko vodi v nenehno vnetje, ki se klinično kaže z visoko vročino z mrzlico, 
prebavnimi težavami, izpuščaji in bolečinami v trupu in rokah (periodični vročinski sindrom 
povezan z receptorjem za faktor tumorske nekroze TNF, ang. tumor necrosis factor receptor-
associated periodic syndrome, TRAPS) (39). Mehanizmi aktivacije še niso popolnoma 
znani, vzrok je lahko v zadrževanju receptorja na celični površini po njegovi stimulaciji, 
neustrezna vezava TNF-α, okvarjena internalizacija receptorja in njegovo kopičenje v 
gručah v citoplazmi. Bolezen se deduje avtosomno dominantno (40). 
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Slika 2: Poenostavljena shema patogeneze periodičnih vročinskih sindromov (v zelenih krogih) in njihovi 
vzročni geni (označeni z zvezdo). 
Povzeto po (41). Zaradi možnega prekrivanja klinične slike pri bolnikih s PFAPA in bolnikih z ostalimi 
periodičnimi vročinskimi sindromi bi lahko bili vzročni geni sindroma PFAPA geni, ki te sindrome povzročajo. 
 
1.2.1.5.1.2 Ostali kandidatni geni 
Zaradi svojega delovanja in povišanega proteinskega nivoja pri bolnikih s PFAPA so na 
videz naključno izbrani geni prav tako možni naslednji kandidatni geni: 
 
Gena AIM2 in PYCARD 
Gen AIM2 (regija 1q23.1) je sestavljen iz 6 eksonov in kodira 343 ak dolg protein, induciran 
z interferonom. Sestavljen iz dveh domen, HIN200, s katerima veže citosolno dvojno-
vijačno DNA in PYD domeno, s katero veže adaptorski protein PYCARD in v končni fazi 
tvori inflamasom (42). Posledica tega je aktivacija kaspaze-1 in posledično aktivacija 
vnetnih citokinov IL-1β in IL-18. AIM2 je bil v ekspresijski in proteinski analizi bolnikov s 
PFAPA statistično značilno povišan v primerjavi z bolniki z ostalimi dednimi periodičnimi 
vročinskimi sindromi. Zaradi teh ugotovitev je bila za nastanek sindroma PFAPA predlagana 
patogeneza preko aktivacije tega proteina (7). 
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Gena SAA1 in SAA2 
Serumski amiloid A je evolucijsko visoko ohranjen protein akutne faze vnetja. Sintetizira se 
pretežno v jetrih pod vplivom citokinov IL-6, IL-1 in TNF-α. Med vnetjem se lahko nivo 
SAA poviša tudi do tisočkrat. SAA ima visoko imunsko aktivnost, inducira sintezo mnogih 
citokinov in je kemoatraktant za nevtrofilce in mastocite. Igra pomembno vlogo v 
metabolizmu in transportu holesterola (43,44). Pri bolnikih s PFAPA je SAA med zagoni 
bolezni močno povišan, prav tako je pri nekaterih bolnikih povišan v obdobjih med napadi 
(11). Ugotovljeno je bilo tudi, da je SAA sposoben aktivacije inflamasomske kaskade, kar v 
končni fazi vodi v povišan nivo IL-1β in IL-18 (45). Poznanih je več oblik proteina SAA, ki 
so kodirane z geni SAA1, SAA2, SAA3 in SAA4. Prva dva nosita zapis za protein, ki se izraža 
med samim vnetjem, SAA4 kodira protein, ki se v nizkih koncentracijah konstantno izraža v 
različnih tkivih, SAA3 pa je psevdogen (46). 
 
Gen SPAG7 
Gen SPAG7 (regija 17p13.2) je sestavljen iz 7 eksonov in kodira 227 ak dolg protein. 
Funkcija proteina ostaja neznana (47). Bens in sodelavci so SPAG7 predlagali kot kandidatni 
gen za sindrom PFAPA. Pri bolnici s tipičnimi znaki bolezni so določili translokacijo 
kromosomov 10 in 17, pri kateri je prišlo do izgube dela tega gena (48). 
 
Geni CXCL10, CXCL9 in CXCR3 
Kemokini so skupina malih, strukturno podobnih kemotaktičnih citokinov, ki regulirajo 
migracijo imunskih celic na mesto okužbe. Pod vplivom vnetnih citokinov se sprostijo iz 
celic kot odziv na neko bakterijsko in virusno infekcijo ter rekrutirajo monocite, nevtrofilce 
in ostale imunske celice na mesto vnetja oziroma poškodbe (49). Pri bolnikih s PFAPA v 
času vročinske epizode je bil nivo izraženega gena CXCL10 statistično značilno povišan v 
primerjavi z zdravimi preiskovanci in bolniki s PFAPA med zagoni. Koncentracija 
kemokinov CXCL10 in CXCL9 je bila pri bolnikih s PFAPA močno povišana v primerjavi 
z bolniki z ostalimi periodičnimi vročinskimi sindromi, v primerjavi z bolniki s PFAPA med 
vročinskimi epizodami, v primerjavi z zdravimi preiskovanci (7,11) ter v primerjavi z 
bolniki s pljučnico (50). Kemotaksa se sproži z vezavo omenjenih kemokinov na receptor 
CXCR3 (51), pri čemer pa je zanimivo, da je bil ekspresijski nivo tega gena pri bolnikih v 
času epizode nižji kot pri bolnikih med zagoni (7).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA 
Namen naše raziskave je bila klinična opredelitev bolnikov s PFAPA, ki se vodijo na 
Pediatrični kliniki v Ljubljani ter dodatna pojasnitev patogeneze sindroma PFAPA na osnovi 
ugotovljenih genetskih značilnosti pri bolnikih s PFAPA.  
 
Cilji, ki smo si jih zastavili v tej raziskavi:  
 
 klinična opredelitev bolnikov s PFAPA, ki se vodijo na Pediatrični kliniki v 
Ljubljani;  
 analiza genov, katerih mutacije povzročajo druge periodične vročinske sindrome 
(geni MEFV, NLRP3, MVK, TNFRSF1A); 
 analiza inflamasomskih genov AIM2 in PYCARD, genov za protein SAA (SAA1 
in SAA2) ter gena SPAG7 in 
 analiza genov za kemokina CXCL10 in CXCL9 ter gena za njun receptor CXCR3. 
 
Hipoteza: 
 
Spremembe v genih MEFV, NLRP3, MVK, TNFRSF1A ter genih AIM2, PYCARD, SPAG7, 
SAA1, SAA2, CXCL10, CXCL9 in CXCR3 so povezane s kliničnimi manifestacijami 
sindroma PFAPA.  
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3 PREISKOVANCI IN METODE 
3.1 Preiskovanci 
V raziskavo o kliničnih značilnostih smo zajeli 114 bolnikov s sindromom PFAPA, ki so 
ustrezali diagnostičnim merilom (22) in so se vodili v ambulanti Službe za alergologijo, 
revmatologijo in klinično imunologijo Pediatrične klinike od leta 2006 do konca leta 2016. 
Klinične podatke za ugotavljanje fenotipskih značilnosti bolnikov smo pridobili iz 
razpoložljive medicinske dokumentacije in ob njihovi redni ambulantni obravnavi. 
 
Diagnostična merila: 
 starost ob prvem zagonu pod 5 let;  
 ponavljajoče se visoke vročine ‒ vsaj 3 nepojasnjene vročinske epizode v obdobju 6 
mesecev (dnevne vročine višje od 38 °C in trajajoče 2‒7 dni); 
 vnetje žrela in/ali povečane bezgavke in/ali aftozne spremembe po ustni votlini; 
 popolno okrevanje med zagoni bolezni z normalizacijo laboratorijskih izvidov; 
 normalna rast in razvoj ter 
 izključitev ciklične nevtropenije, okužb, avtoimunskih bolezni, imunskih 
pomanjkljivosti in dednih periodičnih vročinskih sindromov (22). 
 
Genetsko analizo smo opravili pri 62 bolnikih oziroma pri 80 bolnikih za gen MEFV. 
Bolnike in njihove starše oziroma skrbnike smo seznanili s potekom in namenom raziskave. 
V raziskavo o genetskih značilnostih smo vključili le tiste bolnike, od katerih staršev 
oziroma skrbnikov smo za sodelovanje v raziskavi dobili prostovoljno in zavestno privolitev 
po poučitvi. 
 
Prisotnost zanimivih polimorfizmov oziroma polimorfizmov, ki so glede na podatkovne 
baze statistično odstopali od zdrave populacije, smo preverili pri 100 oziroma 200 
predvidoma zdravih preiskovancih. DNA zdravih preiskovancev je  bila že predhodno 
pridobljena. Preiskovanci so bili predvidoma zdravi študentje Medicinske fakultete ter 
zaposleni na Pediatrični kliniki in v laboratoriju Službe za specialno laboratorijsko 
diagnostiko. Vzorci so bili anonimizirani, smo pa vključili 58 % moških in 42 % žensk, da 
smo ohranili isto razmerje med spoloma, kot je bilo med bolniki s sindromom PFAPA. 
Vsi predvidoma zdravi preiskovanci so podali prostovoljno in zavestno privolitev, da se 
njihova DNA uporabi za raziskovalne namene.  
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Pri bolnikih, kjer smo našli potencialno zanimive genetske spremembe, smo, kjer je bilo to 
seveda možno, pregledali tudi starše oziroma sorojence. 
 
Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etiko Republike Slovenije (144/02/14 in 
130/05/14, Priloga 1). V raziskavi smo spoštovali načela Helsinške deklaracije o 
biomedicinskih raziskavah na človeku, določila Oviedske konvencije in načel slovenskega 
Kodeksa medicinske deontologije. 
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3.2 Metode 
3.2.1 Opredelitev sprememb v preiskovanih genih 
3.2.1.1 Izolacija genomske DNA iz periferne krvi 
Od bolnikov, ki so do leta 2015 že bili pregledani v specialistični ambulanti zaradi suma na 
periodični vročinski sindrom, smo že imeli izolirano DNA. Pri novih bolnikih smo odvzeli 
vzorec periferne krvi (5 µL) iz kubitalne vene v epruveto z antikoagulantom EDTA in iz nje 
izolirali genomsko DNA. 
 
Izolacija genomske DNA iz levkocitov periferne krvi je potekala po ustaljenem 
laboratorijskem protokolu s kompletom reagentov FlexiGene DNA isolation kit (Qiagen, 
Nemčija). V 50 mL centrifugirko Falcon smo prenesli 5 mL krvi, dodali 12,5 mL pufra za 
lizo celic FG1, premešali z obračanjem in centrifugirali 7 min pri 2300 x g. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant, oborini pa smo dodali 2,5 mL pufra za 
denaturacijo FG2 (proteazna mešanica). Vzorec smo nato vorteksirali, da se je popolnoma 
homogeniziral in ga inkubirali v vodni kopeli 15 min pri 65 °C. Po končani inkubaciji smo 
z dodatkom 2,5 mL 100 % izopropanola oborili DNA, vzorec vorteksirali in ga centrifugirali 
5 min pri 2300 x g. Supernatant smo odstranili in oborino sprali z 2,5 mL 70 % etanola. 
Sledilo je ponovno vorteksiranje in centrifugiranje pri 2000 xg. Ponovno smo odstranili 
supernatant in oborino DNA posušili na zraku do suhega. Dodali smo še 400 μL pufra za 
hidracijo FG3 in pustili na sobni temperaturi preko noči, da se je DNA popolnoma raztopila. 
DNA smo nato prenesli v označene mikrocentrifugirke in jo shranili v hladilniku pri 
temperaturi 4 °C.  
 
Koncentracijo DNA in njeno čistost smo določili spektrofotometrično na aparatu Lambda 
25 (Perkin Elmer, ZDA). Izmerili smo absorbanco ultravijolične (UV) svetlobe pri valovnih 
dolžinah 260 nm (absorbanca DNA) in 280 nm (absorbanca proteinov). Na podlagi razmerja 
A260/A280 smo ocenili čistost vzorca DNA. Pred uporabo smo pripravili založno raztopino 
DNA s koncentracijo 100 ng/μL in jo shranili pri 4 °C v DNA banki.  
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3.2.1.2 Pomnoževanje izbranih odsekov DNA z verižno reakcijo s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, pri kateri 
poteka pomnoževanje izbranih delov DNA z uporabo DNA polimeraze. Izbran odsek, ki ga 
želimo pomnožiti, omejimo s parom začetnih oligonukleotidov (enoverižna DNA, dolga 
približno 20 bp), kjer je vsak od para komplementaren eni verigi DNA. Vzorcu DNA poleg 
začetnih oligonukleotidov dodamo še encim DNA Taq polimerazo, pufer, raztopino MgCl2 
in deoksinukleozidtrifosfate (dNTP), ki so gradniki nastajajočega odseka DNA. Glavni cilj 
metode je tako namnožitev želenih območij DNA iz minimalne količine začetne DNA v več 
milijonih kopijah DNA. 
 
Izbrane odseke preiskovanih genov smo z metodo PCR pomnožili z aparatom GenAmp PCR 
System 9700 (ABI, ZDA). Pomnožili smo celotno kodirajočo regijo (eksoni s pripadajočimi 
eksonsko-intronskimi mejami) genov MEFV, MVK, NLRP3, CXCR3 in SPAG7, 5 eksonov 
gena TNFRSF1A ter celotno kodirajočo in del regulatorne in neprevedene (ang. untranslated, 
UTR) regije genov AIM2, PYCARD, SAA1, SAA2, CXCL9 in CXCL10. 
 
Za namnožitev izbranih zaporedij smo predhodno izbrali ustrezne pare začetnih 
oligonukleotidov (smerni in protismerni) s programom Primer3 (v.0.4.0) 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), dolge približno 20 bp in s talilno temperaturo okoli 
60°C. Pri vseh izbranih začetnih oligonukleotidnih parih smo s programom SNPCheck3 
(https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm) preverili prisotnost morebitnih 
nukleotidnih sprememb na mestu vezave začetnega oligonukleotida, ki bi lahko preprečile 
vezavo le tega na DNA in s tem preprečila njeno pomnoževanje. 
 
Reagenčna mešanica je bila za vse pomnožene odseke DNA enaka in je vsebovala: 
 
 10 μL reakcijske mešanice GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, ZDA); 
 1 μL smernega in 1 μL protismernega začetnega oligonukleotida (10 pmol/μL) 
(Eurofins Genomics, ZDA); 
 1 μL DNA s koncentracijo 100 ng/μL in 
 7 μL vode. 
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Reakcijo PCR smo izvedli s temperaturnim profilom, ki je bil pri večini pomnoženih 
odsekov enak, razen temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov (Tabela 1), ki je bila 
pri vsakem paru različna in je bila odvisna od njegove nukleotidne sestave. 
 
 95 °C, 10 min ‒ začetna denaturacija; 
 35 ciklov: 94 °C, 30 s ‒ denaturacija, 58 °C ‒ 62 °C, 30 s ‒ prileganje začetnih 
oligonukleotidov, 72 °C, 30 s ‒ podaljševanje verige; 
 72 °C, 7 min ‒ končno podaljševanje in 
 10 °C ‒ hlajenje. 
 
Pri genu CXCR3 je bil čas podaljševanja verige 60 s in ne 30 s, tako kot pri vseh ostalih.  
 
Zaporedja uporabljenih začetnih oligonukleotidov, temperature njihovega prileganja na 
DNA ter dolžine produktov so zbrane v Tabeli 1. S krepko pisavo so označeni začetni 
oligonukleotidi, ki smo jih uporabili v sekvenčni reakciji (poglavje 3.2.1.4.2). 
 
Pri genu MEFV smo za pomnožitev eksona 2 uporabili par začetnih oligonukleotidov 
MEFVe2cF in MEFVe2cF, za sekvenčno reakcijo iste regije pa smo uporabili začetna 
oligonukleotida MEFVe202F in MEFVe202R. Pri paru MEFVe202F in MEFVe202R tako 
v tabeli ni navedene dolžine in temperature prileganja, saj tega para nismo uporabili za PCR 
(v Tabeli 1 označena z *). 
 
 
Tabela 1: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov za preiskovane gene 
 
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
MEFV ekson 1 MEFV e1F CTGTGCCTTTTCCGCTATTT 491 58 
  MEFV e1R CCAATCCCCAGGTCAGAGT   
 ekson 2 MEFV e2cF CTCCTCTGCCCTGAATCTTG 996 62 
  MEFV e2cR GTATGGAACTCCTGGGGTCA   
  MEFV e202F CCTGAGCAAACGCAGAGAG * * 
  MEFV e202R AGGGCCTGCACTCCTTCT   
 ekson 3 MEFV e3F CAAGAATTCCAAGGCTCAG 681 60 
  MEFV e3R TAATGCACCAACAACCCAGA   
 ekson 4 MEFV e4F CCAGCTAAAGATGGCAGGAG 242 58 
  MEFV e4R TGAACCACAGCAGAATCTCG   
 ekson 5 MEF-V e5F CACAGGGGACCCAAGAAAG 297 60 
  MEFV e5R CATACCTCCCTGTCCTCTGC   
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 ekson 6 MEFV e6F TGCTCCACTTCCACTGACAC 228 58 
  MEFV e6R TCTCCCCCATATGCTTTCTG   
 ekson 7-8 MEFV e7-8F TTTCCAGCTCACGGGTACTT 478 58 
  MEFV e7-8R CCCTCAAGTCAACAGCACAA   
 ekson 9 MEFV e9F CACCTGGAGCAAAGGTAGGA 386 58 
  MEFV e9R CAGGAAACAGGGACAGGGTA   
 ekson 10 MEFV e10F TACCCTGTCCCTGTTTCCTG 720 60 
  MEFV e10R GTCGGCATTCCGTGACTATT   
 
 
  
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5 - 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
NLRP3 ekson 1 NLRP3  e1F CGTGTTCACTGCCTGGTATC 459 58 
  NLRP3  e1R CAAGAGCAACTCCGTCTCAA   
 ekson 2 NLRP3  e2F CCAAATATTAGGCCAGGTTTC 248 58 
  NLRP3  e2R CCTGAACCAGGTCTTAAAACTCA   
 ekson 3 NLRP3  e3aF GTTACCACTCGCTTCCGATG 696 58 
  NLRP3  e3aR GAGGCTGCTCAGGAGAATGT   
 ekson 3 NLRP3  e3bF GATCGTGAGAAAACCCTCCA 680 58 
  NLRP3  e3bR TCTCGCAGTCCACTTCCTTT   
 ekson 3 NLRP3  e3cF TTTGAGGAGTCCGACCTCAG 761 58 
  NLRP3  e3cR AGAAGAAGCTGGCGAGGAAG   
 ekson 4 NLRP3  e4F CCCCCAGCTCCAGTTAGTTA 272 58 
  NLRP3  e4R GCACTCACACAGATCACATGC   
 ekson 5 NLRP3  e5F TTCTCTATTCCGGAGCTTCCT 319 58 
  NLRP3  e5R CGCTGGCAGAACTTCCTTAG   
 ekson 6 NLRP3  e6F GCTTGTGTCCACTCCCTTTC 383 58 
  NLRP3  e6R TGACCAAAGTAACCCCCATC   
 ekson 7 NLRP3  e7F CAAAGCAGCTGCACAATGTT 279 58 
  NLRP3  e7R CCACCATGTGTTCTCATTGC   
 ekson 8 NLRP3  e8F CAAGGCTGCTTGAAGCTAGTTA 400 58 
  NLRP3  e8R GAGAGCCATCCTGGATTTTG   
 ekson 9 NLRP3  e9F TGTGTGGAGTTTAGGGAAATGA 246 58 
  NLRP3  e9R GAGGGACCGGAGAACACTG   
  
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
MVK ekson 2 MVK e2F AAGATCTCTTCCTGCTGGTTCT 245 58 
  MVK e2R TGCCTCAGGGTGTCCTTTTA   
 ekson 3 MVK e3F CCTCTGTGCTTATGTTTGCTCT 300 58 
  MVK e3R GCCAGCTGCCCTCTCTGT   
 ekson 4 MVK e4F TCCATCCATGTTCCAATTCC 386 58 
  MVK e4R CATGATGAGGACAGCCAATG   
 ekson 5 MVK e5F AAACTGGACCAGATGCTTGG 348 58 
  MVK e5R GGAGGTGGTGAGGTCTCAGT   
 ekson 6 MVK e6F CAAGCTCCTATGCCCCTTG 296 58 
  MVK e6R CTCCCAAACCAGCACAGACT   
 ekson 7 MVK e7F CTGAATGGGGCAAAATGAAC 247 58 
  MVK e7R CCTGCCTCCTATGGTACTTCC   
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 ekson 8 MVK e8F CCCAATCCAGTGTCACCTCT 370 58 
  MVK e8R TTTTCTGCCAAAACCACCTC   
 ekson 9 MVK e9F GGCTGTGTGAACACCTCCTC 298 58 
  MVK e9R AGCACAGCCAGATTGCAGAG   
 ekson 10 MVK e10F CAAAGCCGTTGGCTGTCT 346 58 
  MVK e10R TCAAGGGAATTCTCCAGGTG   
 ekson 11 MVK e11F GCAGGTAACCTTGGGCTTTA 487 58 
  MVK e11R AGACCATGCCTCCCTAGGTC   
   
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
TNF- ekson 2 TNFRSF1A e2F TCTGCTACCCCTAAGCTTCC 300 58 
RSF1A  TNFRSF1A e2R GGAAGAACAACTGGAAGAAGCA   
 ekson 4 TNFRSF1A e4F GGACACTGCATGGATGTGAG 381 58 
  TNFRSF1A e4R TGGTTGTCAGACCCACAGAA   
 ekson 5 TNFRSF1A e5F TCCCTCGTCACTTCCTCTGT 244 58 
  TNFRSF1A e5R ATCTGTTGCCCAGCTAATGG   
 ekson 6-7 
TNFRSF1A 
 e6-7F 
TGCATCAGTTCCCAAAACAA 
577 58 
  
TNFRSF1A  
e6-7R 
TGAACTGAGGGGACACTCCT 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
SAA1 5'UTR, SAA1 promF GGGCTCTGGTACTGACCACT 984 58 
 zg. zap. SAA1 promR CACTCCTTGGTGTGCTCCTC   
 ekson 1 SAA1 e1F AGGCACATCTTGTTCCCTCA 550 58 
  SAA1 e1R TTCCCCATAACGCATTTACC   
 ekson 2 SAA1 e2F ACGTTGGCATCCTCTTATGC 500 58 
  SAA1 e2R CCCAGCAGCTCTGAAAGACT   
 ekson 3 SAA1 e3F GGCACTTGAAGAAGCCAACT 585 58 
  SAA1 e3R ATGAAAACACTGGGCACCAC   
 ekson 4 SAA1 e4F GTGGTGCCCAGTGTTTTCAT 554 58 
  SAA1 e4R CTCATCATGTCCTTGCCTCA   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
SAA2  SAA2 promF GCTATGTCCACCAGCCTCTC 967 58 
  SAA2 promR TCCTCACCTGATCTGTGCTG   
  SAA2 e1F AAGGCACAGCAAACCTCTCT 651 58 
  SAA2 e1R CCTGAAGCCTGACTGCATAA   
  SAA2 e2F GGGAGTGACAGTCTGGTGGT 460 58 
  SAA2 e2R GTGGTTCAAAAGCAGCCTTC   
  SAA2 e3F GGCACTTGAAGAAGCCAACT 456 58 
  SAA2 e3R GCAGAGAGAGGGCAAGAAGA   
  SAA2 e4F CAGGCAGGGTCAGTGTTT 470 58 
  SAA2 e4R TACCAAACAGGCAGTCAGCA   
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Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
AIM2 zg. zap. AIM2 promF GTTACAACAGCCTGTGACAATGA 530 58 
  AIM2 promR CTCAGAGGGTATCTAAAAGTGTTGC   
 ekson 1,  AIM2 e1F CCAGGCCCCTTAGTCACAAA 357 61 
 5'UTR AIM2 e1R GCCACCTTCTTTTCAGAGAGC   
 ekson 2 AIM2 e2F AGCTCCAGTTGTCACTCCTACC 293 58 
  AIM2 e2R TGGCCTTTCCTCAGTTGTCT   
 ekson 3 AIM2 e3F TGGTTTTAGTATTTATTCCTGGTGA 320 58 
  AIM3 e3R TGCTGTGAGATAAAGAACAGAGAA   
 ekson 4 AIM2 e4F TGAGGTTTAGCACTGTAGGTGAAG 601 58 
  AIM2 e4R GAAAGACATTAAAACCATTTCCAA   
 ekson 5 AIM2 e5F TCAACTGATTTCTTTTTAGAGCCTTC 382 58 
  AIM2 e5R TGTTCAATGGCTCCAGTCC   
 ekson 6 AIM2 e 6F AGAAGGCCATAGTGACTGCAA 366 58 
  AIM2 e6R TTCGCTTGAGACAAGGGATT   
  
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
PYCARD 5'UTR PYCARDpromF ATAAGCACCGGAGGGTTATC 559 58 
 reg. regija PYCARDpromR GCCGACCAGGAGGAAGTC   
 ekson 2 PYCARD e1F TGCTCCAATAAACCCAGTGA 764 58 
  PYCARD e1R TCCGGTAGAGCAGCTTTGTT   
 ekson 3 PYCARD e2F CCTCCACCCCGTCTTTCC 513 58 
  PYCARD e2R CCTGTCCCTGCTGAACTTGA   
 ekson 4 PYCARD e1F ATCTGTGCTCCCGCAACC 749 58 
  PYCARD e1R ATGGCGATACCAGGAAGGAT   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
SPAG7 ekson 1 SPAG7 e1F CATTAAACATCGCTGCACCA 371 60 
  SPAG7 e1R CATCGTCCAAAGAGGGAGAA   
 ekson 2-4 SPAG7 e2-4F GGAATGAACCCCTGTGGATA 923 60 
  SPAG7 e2-4R GCAGAATGATGGGGTCAGAG   
 ekson 5-6 SPAG7 e5-6F CTCCTCTCCCCTTTGTAGCC 605 60 
  SPAG7 e5-6R TCTTCAATGGAGCGTGTGTC   
 ekson 7 SPAG7 e7F GCCAGCGACTACAAGGACA 668 60 
  SPAG7 e 7R CAGGACCCACCTTTCTGTGT   
  
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
CXCL10 5'UTR, CXCL10 promF TGAGCAATGTTTTCCCTCAA 728 58 
 reg. regija CXCL10 promR AAGGCAGCAAATCAGAATGG   
 ekson 1 CXCL10 e1F AGCCAGCAGGTTTTGCTAAG 475 58 
  CXCL10 e1R TATCCTCCCTCTTCCCCATC   
 ekson 2 CXCL10 e2F TGATATGGGGATATAGGTTCTGC 332 58 
  CXCL10 e2R GAATCATCACAAACCCTTTACTGA   
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 ekson 3 CXCL10 e3F CAGCAAACAAAAACATGCAGA 321 58 
  CXCL10 e3R GGTAACATACTTTTAAACCAGCGATT   
 ekson 4 CXCL10 e4F GCATAGCAGCAGGAAAGCTC 621 58 
  CXCL10 e4R GGTAGCCACTGAAAGAATTTGG   
 3'UTR CXCL10 3'UTR GGTCACCAAATCAGCTGCTAC 879 58 
  CXCL10 3'UTR AGGCCAAGCTCTGTTATGCT   
  
 
 
 
 
 
  
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
CXCL9 zg. zap. CXCL9 promF GACCTGGTCCCAGAGGAAAT 572 58 
  CXCL9 promR GATGATGCCCAAGAGGAAAA   
 ekson 1 CXCL9 e1F ACATGCAGAAATTCCCTTGG 372 58 
  CXCL9 e1R GCAGGCAGAACATTCACCTT   
 ekson 2 CXCL9 e2F CCCTGCTCCCTAAAAGCTG 439 58 
  CXCL9 e2R GCAAGCACTCCAAGGGTAAA   
 ekson 3 CXCL9 e3F CAACCAGTGACTCATCTTGTCC 380 58 
  CXCL9 e3R GGAACAAAATAGAAGCACCATAA   
 ekson 4 CXCL9 e4F GCCCCTCTGAGAGTGAAGTG 904 58 
 3'UTR CXCL9 e4R TGAATGAAGCAAAGGGGAAC   
  
 
 
 
   
Gen Regija 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'- 3' 
Dolžina 
(bp) 
Temp. 
prileganja 
(°C) 
CXCR3 ekson 1 CXCR3 e1F GAGCAGGGAGAGAGAGGACA 1510 60 
  CXCR3 e1R AGCGAGGATATTGGGGAGAG   
 
V prvem stolpcu je ime gena, sledi regija, ki jo pomnožimo z izbranim parom začetnih oligonukleotidov. V 
tretjem stolpcu je ime začetnih oligonukleotidov, sledi njihovo zaporedje v četrtem stolpcu, v petem stolpcu 
dolžina produkta, ki nastane, ter temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov na DNA v šestem stolpcu. 
* začetna oligonukleotida MEFVe202F in MEFVe202R nimata navedene dolžine in temperature prileganja, 
saj tega para nismo uporabili za PCR, smo ga pa uporabili za sekvenčno reakcijo 
reg. regija: regulatorna regija 
zg. zap.:zgornje zaporedje, angl. upstream sequence, zaporedje pred 5' UTR 
s krepko pisavo so označeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili v sekvenčni reakciji 
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3.2.1.3 Preverjanje uspešnosti reakcije z agarozno elektroforezo 
Uspešnost reakcije PCR in pričakovane dolžine produktov PCR smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. Na agarozni gel ((agaroza, Signa-Aldrich, Nemčija), 1x TBE pufer, 
barvilo SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, ZDA)) smo nanesli vzorce pomnožene DNA 
in označevalec velikosti, Step Ladder, (Signa-Aldrich, Nemčija). S sistemom za agarozno 
gelsko elektroforezo Sub-Cell GT z napajalnikom PowerPac HC (Bio-Rad Laboratories, 
ZDA) je elektroforeza potekala 30 min pri napetosti 90 V. Po končani elektroforezi smo 
vzorce detektirali s sistemom za dokumentacijo gelov G:BOX in programsko opremo 
GeneSnap (Syngene, VB) pri UV svetlobi (302 nm). 
 
3.2.1.4 Določanje nukleotidnega zaporedja s sekvenčno reakcijo 
Produktom PCR smo določili nukleotidno zaporedje s sekvenčno reakcijo, ki temelji na  
Sangerjevi reakciji. Pri tej polimerazni reakciji se v komplementarno verigo in DNA poleg 
dNTP vgrajujejo tudi modificirani, z različnimi barvili označeni dideoksinukleozidtrifosfati 
(ddNTP), ki preprečijo podaljševanje amplikona, v katerega se vgradijo. Tako dobimo 
mešanico različno dolgih fluorescenčno označenih oligonukleotidnih verig, ki se nato na 
sekvenatorju z metodo kapilarne elektroforeze ločijo po velikosti. Pri tem se zazna tudi 
barvni signal označenega ddNTP, ki se je vezal v zaporedje. Programska oprema nato na 
podlagi signalov sestavi zaporedje nukleotidov analiziranega vzorca in ga poda kot rezultat 
v obliki barvnega elektroferograma, ki ga nato primerjamo z normalnim zaporedjem in tako 
opredelimo prisotnost sprememb. 
 
3.2.1.4.1 Čiščenje produktov PCR 
Produkte PCR smo pred sekvenčno reakcijo očistili z reagentom ExoSAP-IT (Affymetrix, 
ZDA), ki vsebuje dva hidrolitična encima: alkalno fosfatazo, s katerim smo odstranili 
nevgrajene dNTP, in encim dieksonukleazo I, s katero smo odstranili začetne 
oligonukleotide in ostale neželene produkte, nastale med pomnoževanjem. Reagenčno 
mešanico smo pripravili iz 2,5 μL produkta PCR in 1 μL ExoSAP-IT ter jo inkubirali na 
aparatu GenAmp PCR System 9700 (ABI, ZDA). 
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Temperaturni profil za čiščenje produktov PCR: 
 37 °C, 15 min ‒ aktivacija in delovanje encimov; 
 80 °C, 15 min ‒ inaktivacija encimov in 
 10 °C, hlajenje. 
 
3.2.1.4.2 Sekvenčna reakcija 
Po čiščenju produktov smo izvedli sekvenčno reakcijo. Uporabili smo iste začetne 
oligonukleotide kot pri PCR, le da smo v reakcijo dodali samo enega od začetnih 
oligonuklotidov iz ustreznega para. Kjer je bilo potrebno (dolžina fragmenta, nespecifičnost, 
delecije ali insercije), smo izvedli sekvenčno reakcijo enega produkta PCR v obe smeri, tako 
da smo uporabili oba začetna nukleotida v dveh ločenih sekvenčnih reakcijah. V Tabeli 1 
so s krepko pisavo označeni vsi začetniki, ki smo jih uporabili v posamezni reakciji. 
 
Sekvenčno reakcijo smo izvedli po ustaljenem laboratorijskem protokolu. Reagent Big-
DyeTerminator v3.1 (25 μL, ThermoFisher Scientific, ZDA) smo redčili z Big-
DyeTerminator 5X pufrom (87,5 μL, ThermoFisher Scientific, ZDA). Tako smo dobili 
pripravljeno mešanico za 24 vzorcev oziroma sekvenčnih reakcij. Mešanici smo direktno 
pred uporabo dodali še 292,5 μL vode. 
 
Končna reagenčna mešanica je vsebovala: 
 3,5 μL očiščenega produkta PCR; 
 16,2 μL redčene mešanice za sekvenčno reakcijo Big-DyeTerminator in 
 0,3 μL začetnega oligonukleotida.  
 
Reakcijo smo izvedli na aparatu GenAmp PCR System 9700 (ThermoFisher Scientific, 
ZDA) z naslednjim temperaturnim profilom: 
 96 °C, 1 min ‒ začetna denaturacija in aktivacija polimeraze; 
 25 ciklov: 96 °C, 10 s ‒ denaturacija, 50 °C, 5 s ‒ prileganje začetnih 
oligonukleotidov, 60 °C, 4 min ‒ podaljševanje verige in 
 4 °C ‒ hlajenje. 
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3.2.1.4.3 Čiščenje produktov sekvenčne reakcije 
Po končani sekvenčni reakciji smo vzorcem dodali 2 μL 3 M natrijevega acetata in 50 μL 
100 % etanola, inkubirali na ledu 10 min in centrifugirali 45 min pri 2200 xg pri 4 °C. 
Supernatant, ki je vseboval nevgrajene ddNTP, smo odstranili, dodali 70 μL 70 % etanola in 
ponovno centrifugirali 15 min pri 2200 xg pri 4 °C. Oborino DNA smo posušili na sobni 
temperaturi. Suho oborino smo direktno pred nadaljnjo uporabo raztopili v 20 Hi-Di 
Formamide (ThermoFisher Scientific, ZDA), 5 minut inkubirali pri 94 °C, ohladili na 10 °C 
in prenesli na genetski analizator. 
 
3.2.1.4.4 Določitev nukleotidnega zaporedja z genetskim analizatorjem 
Nukleotidno zaporedje smo določili s kapilarno elektroforezo z genetskim sekvenatorjem 
ABI 3500 Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific, ZDA). Produkte sekvenčne reakcije 
smo ločili po velikosti na polimeru POP-7 v 8-kapilarnem sistemu (oboje ThermoFisher 
Scientific, ZDA). Zaporedja smo analizirali s programom Sequencing Analysis Software 
5.4. (ThermoFisher Scientific, ZDA). 
 
3.2.1.5 Identifikacija in opredelitev genetskih sprememb 
Spremembe v nukleotidnem zaporedju DNA bolnikov smo opredelili s primerjavo z 
referenčnim nukleotidnim zaporedjem izbranih genov, objavljenih v bazi zaporedij 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Primerjavo smo izvedli s spletnim 
programskim orodjem NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
Prisotnost vseh opredeljenih sprememb smo preverili v različnih podatkovnih zbirkah, ki 
vsebujejo obširne podatke o variabilnosti človeškega genoma oziroma o spremembah, 
povezanih z različnimi boleznimi:  
 
 ExAC Browser, Exome Aggregation Consortium Browser) 
(http://exac.broadinstitute.org/); 
 dbSNP, The Single Nucleotide Polymorphism database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/); 
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 HGMD Professional, The Human Gene Mutation Database) 
(http://www.biobaseinternational.com/product/hgmd); 
 INFEVERS, The registry of Hereditary Auto-inflammatory Disorders Mutation 
(http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/); 
 ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). 
 
Identificirane genetske spremembe pri bolnikih s PFAPA smo primerjali s predvidoma 
zdravo evropsko populacijo in populacijo na globalni ravni, za kar smo uporabili zbirki 
populacijskih podatkov ExAC in dbSNP. Na podlagi pridobljenih informacij o spremembah 
smo se odločili za nadaljnjo analizo predvidoma zdrave slovenske populacije (poglavje 
3.2.2) in 19 dodatnih bolnikov s PFAPA. 
 
V zbirkah HGMD in ClinVar smo preverili, ali so spremembe, določene v naši skupini 
bolnikov, že bile kdaj opisane v povezavi z drugimi boleznimi oziroma ali so že bile kdaj 
opisane v povezavi z avtoinflamatornimi boleznimi (zbirka Infevers). 
 
3.2.1.5.1 Ocena vpliva nove spremembe 
Spremembo, odkrito pri dveh bolnikih, ki še ni bila opisana v nobeni od zgoraj omenjenih 
podatkovnih zbirk, smo opredelili kot novo spremembo. Za analizo in silico in oceno vpliva 
te spremembe na funkcijo in strukturo proteina smo uporabili štiri različna spletna 
bioinformacijska orodja, ki omogočajo povezavo podatkov iz računalniških podatkovnih 
zbirk in eksperimentalnih ugotovitev: 
 
 SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html); 
 PolyPhen-2, prediction of functional effects of human nsSNPs 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); 
 MutationTaster (www.mutationtaster.org); 
 CADD, Combined Annotation Dependent Depletion 
(http://cadd.gs.washington.edu/). 
  
Perko D. Genetske značilnosti otrok s periodičnim vročinskim sindromom z aftami, tonzilitisom in adenitisom. 
Doktorska naloga. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. Medicinska fakulteta, 2019 24 
3.2.1.5.2 Potrditev genetskih sprememb 
Ugotovljene spremembe v izbranih genih, ki bi lahko imele morebiten vpliv na klinično sliko 
sindroma PFAPA, smo potrdili s ponovno določitvijo zaporedja novo redčene in namnožene 
DNA bolnikov, ki so bili nosilci teh sprememb. 
 
3.2.2 Genotipizacija slovenske populacije z metodo alelne diskriminacije 
Prisotnost nove spremembe, ki v podatkovnih zbirkah genetskih sprememb še ni bila 
opisana, in sprememb, ki so se nam zdele zanimive in so po pogostosti v naši preiskovani 
skupini bolnikov odstopale od evropske populacije v bazi ExAC oziroma dbSNP, smo 
preverili še v slovenski populaciji predvidoma zdravih oseb z metodo alelne diskriminacije. 
Prav tako smo s to metodo dodatno preverili prisotnost določene spremembe pri dodatnih 19 
bolnikih s PFAPA. 
 
Metoda alelne diskriminacije temelji na pomnoževanju izbranih odsekov DNA z reakcijo 
PCR v realnem času, kjer poleg dveh začetnih oligonukleotidov uporabimo še alelno 
specifično oligonukleotidno sondo označeno s fluorescentnim barvilom na 5' koncu in z 
vezanim dušilcem na 3' koncu. Za detekcijo alelov posamezne genetske spremembe imamo 
vedno po dve različni sondi, tisto, ki se veže na pogostejši alel in tisto, ki se veže na 
redkejšega oziroma spremenjenega. Obe sondi sta tudi označeni vsaka s svojim 
fluorescenčnim barvilom (VIC in FAM). Dokler sta tako barvilo kot dušilec vezana na 
sondo, pri meritvi fluorescence ni signala. Ko pa se med reakcijo PCR sonda veže na 
ustrezno zaporedje, polimeraza med pomnoževanjem DNA razgradi sondo, pri čemer se 
barvilo sprosti v raztopino. Intenziteta fluorescence tako sorazmerno narašča s 
povečevanjem koncentracije produkta. S to metodo lahko hitro in preprosto določimo 
prisotnost določene spremembe v izbrani populaciji. 
 
Metodo alelne diskriminacije smo izvedli na aparatu ABI 7500 Fast Real Time PCR System 
(ThermoFisher Scientific, ZDA) s kompletom reagentov TaqMan SNP Genotyping Assay 
(ThermoFisher Scientific, ZDA). Reakcijsko mešanico in temperaturni protokol smo 
pripravili po prilagojenih navodilih proizvajalca. 
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Reakcijska mešanica: 
 10 μL reakcijske mešanice TaqMan®Genotyping Master Mix (ThermoFisher 
Scientific, ZDA); 
 0,25 µL sonde TaqMan® Genotyping Assay (ThermoFisher Scientific, ZDA); 
 2 μL DNA s koncentracijo 5 ng/μL in 
 2,75 μL vode.  
 
Temperaturni profil: 
 95 °C, 10 min ‒ začetna denaturacija; 
 40 ciklov: (95 °C, 15 s ‒ denaturacija, 60 °C, 1 min ‒ prileganje začetnikov in 
podaljševanje verige; 
 4 °C ‒ hlajenje. 
 
3.2.3 Opredelitev povezav med genotipom in kliničnimi značilnostmi 
Opredelili smo povezavo kliničnih značilnosti s prisotnostjo sprememb z možnim vplivom 
na avtoinflamacijo. Primerjali smo bolnike, ki so bili nosilci sprememb v genih MEFV, 
NLRP3, TNFRSF1A in genu CXCL10 s tistimi, ki niso bili nosilci sprememb. Iskali smo 
predvsem razlike v starosti bolnikov pri prvem zagonu, čas med zagoni, prisotnostjo 
kliničnih znakov in družinsko anamnezo.  
 
3.2.4 Statistična analiza 
Statistično smo posamezne spremembe in klinične značilnosti ovrednotili s statističnimi 
orodji oziroma programi (programska oprema SPSS). Uporabili smo Hi-kvadrat test, t-test 
in ostale teste za izračun statističnih parametrov. Izračunano p-vrednost, nižjo od 0,05, smo 
šteli kot statistično značilno. Posamezno genetsko spremembo v skupini bolnikov oziroma 
zdravih preiskovancev smo ovrednotili z zapisom frekvence redkejšega alela (ang. minor 
alelle frequency, MAF). 
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4 REZULTATI 
4.1 Klinična opredelitev bolnikov s PFAPA 
V raziskavo o kliničnih značilnostih smo vključili 114 bolnikov s sindromom PFAPA, 66 
fantov in 48 deklet, ki so se vodili v ambulanti Službe za alergologijo, revmatologijo in 
klinično imunologijo Pediatrične klinike od leta 2006 do konca leta 2016. Velika večina 
bolnikov je ustrezala vsem diagnostičnim merilom (poglavje 3.1) (22), razen treh bolnikov, 
ki so imeli prvi zagon bolezni po petem letu starosti, a so zaradi ostalih znakov imeli potrjeno 
diagnozo sindrom PFAPA.  
 
Podatki o demografskih in kliničnih značilnostih so navedeni v tabeli 2. Povprečna starost 
bolnikov pri prvem zagonu bolezni je bila 2,1 leti, diagnoza pa je bila postavljena malo manj 
kot 2 leti kasneje. Najmlajša obolela sta bila dva dečka, stara 1 mesec ob pričetku težav, 
najstarejši pa sestri dvojčici, stari 6,5 let. Povprečno trajanje napada je bilo 4,3 dni, čas med 
napadi pa je bil 4,3 tedne. Najdaljši čas med napadi je bil 2,5 meseca. 
 
Od 114 bolnikov jih je 74 do konca leta 2016 prebolelo sindrom PFAPA, pri čemer je bila 
povprečna starost 5,5 let. Povprečno trajanje bolezni je bilo tako 3,4 leta. Najdlje trajajočo 
bolezen je imel fant, ki je imel prvi zagon bolezni pri 1,5 letih, bolezen pa je spontano 
prebolel pri 15 letih. Osemindvajset bolnikov je bolezen prebolelo spontano, 44 pa s 
tonzilektomijo. 
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Tabela 2: Demografske in klinične značilnosti bolnikov s PFAPA 
 
Število bolnikov 114 
Fantje (delež) 66 (58 %) 
Dekleta (delež) 48 (42 %) 
Starost pri prvem zagonu bolezni v letih (razpon) 2,1 (0,1–6,5) 
Starost pri postavljeni diagnozi v letih (razpon) 4 (0,8–11,5) 
Čas med prvim zagonom in postavljeno diagnozo v letih (razpon) 1,9 (0–10) 
Trajanje zagona bolezni v dnevih (razpon) 4,3 (2–8) 
Čas med zagoni bolezni v tednih (razpon) 4,3 (2–11) 
Število bolnikov, ki so preboleli bolezen spontano ali s tonzilektomijo 74* 
Starost pri koncu bolezni v letih (razpon) 5,5 (2,2–15) 
Trajanje bolezni v letih (razpon) 3,4 (0,5–13,5) 
Število bolnikov, ki so preboleli bolezen spontano 28 
Starost pri koncu bolezni – spontano v letih (razpon) 6,3 (3–15) 
Trajanje bolezni – spontano v letih (razpon) 4,2 (1–13,5) 
Število bolnikov, ki so preboleli bolezen s tonzilektomijo 44 
Starost pri koncu bolezni s tonzilektomijo v letih (razpon) 5 (2,5–12) 
Trajanje bolezni s tonzilektomijo v letih (razpon) 2,8 (0,5–13,5) 
Razlika v trajanju bolezni spontano – s tonzilektomijo v letih 1,4 
* Dva od bolnikov sta imela tonzilketomijo, po kateri sta še imela napade, ki pa so po nekaj mesecih spontano 
izzveneli 
 
4.1.1 Bolezenske manifestacije 
Podatke o prisotnih bolezenskih znakih in simptomih smo pridobili iz medicinske 
dokumentacije, kamor so bili vpisani po pogovoru s starši obolelih otrok. Starši so za vsak 
bolezenski simptom posebej odgovorili, ali je bil prisoten vedno, pogosto, včasih ali nikoli.  
 
Triinpetdeset bolnikov (47 %) je imelo skozi čas trajanja bolezni, a ne nujno ob vsakem 
zagonu, prisotne vse tri glavne klinične znake: vnete bezgavke, vneto žrelo in afte. To 
pomeni, da so vsaj enkrat med boleznijo imeli prisoten naveden klinični znak. 
Sedeminštirideset bolnikov (41 %) je imelo prisotno dva znaka, 13 bolnikov (11 %) pa samo 
en glavni klinični znak. 
 
V tabeli 3 je prikazano število bolnikov s prisotnimi glavnimi in pridruženimi kliničnimi 
manifestacijami, kjer je razvidno, da je imela večino bolnikov vnete bezgavke in vneto žrelo 
in le polovica afte, kot tudi bolečine v trebuhu. Kot prisoten znak smo upoštevali klinično 
manifestacijo, ki je bila po opisu s strani staršev pri bolnikih prisotna včasih, pogosto ali 
vedno. 
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Tabela 3: Bolezenske manifestacije, prisotne pri 114 bolnikih s sindromom PFAPA 
 
  Bezgavke 
Vneto 
žrelo 
Afte 
Bolečine v 
trebuhu 
Bolečine 
v sklepih 
Bruhanje Driska Izpuščaj 
Število 
bolnikov 
95 110 63 63 33 44 30 13 
% 83 96 55 55 29 39 26 11 
 
 
Slika 3 in tabela 4 prikazujeta frekvence (vedno, pogosto, včasih, nikoli) vseh glavnih in 
pridruženih kliničnih manifestacij pri sindromu PFAPA. 
 
Tabela 4: Pogostost prisotnih manifestacij pri 114 bolnikih s sindromom PFAPA 
 
  Bezgavke 
Vneto 
grlo 
Afte 
Bolečine 
v trebuhu 
Bolečine 
v sklepih 
Bruhanje Driska Izpuščaj 
Število vedno  48 55 9 20 5 7 0 1 
bolnikov  pogosto 27 32 21 11 7 6 7 3 
 včasih 21 23 33 32 21 31 23 9 
 nikoli 18 4 51 51 81 70 84 101 
Število vedno  42 48 8 18 4 6 0 1 
bolnikov pogosto 24 28 18 10 6 5 6 3 
(%) včasih  18 20 29 28 18 27 20 8 
 nikoli  16 4 45 45 71 61 74 89 
 
 
 
 
Slika 3: Prisotnost kliničnih manifestacij (frekvence) pri 114 bolnikih s sindromom PFAPA. 
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4.1.2 Laboratorijski parametri 
Vsi bolniki so imeli močno povišan CRP med zagonom bolezni, kar je tudi en od kazalnikov 
sindroma PFAPA in so bili brez kliničnih težav ter povišanih parametrov vnetja v obdobju 
med vročinskimi epizodami. 
 
Pri 88 bolnikih smo izmerili titer protiteles proti streptolizinu O (AST). Dvainšestdeset 
bolnikov (70 %) je imelo negativen titer, drugi so imeli rahlo povišanega ali močno 
povišanega, vendar z negativnim brisom žrela za streptokok A ob naslednjih pregledih.  
 
Pridobili smo tudi podatke o nivoju celokupnih serumskih protiteles – imunoglobulinov M, 
G in A (IgM, IgG in IgA). Vsi preiskovanci so imeli vrednosti serumskih imunoglobulinov 
M, G in A znotraj referenčnih vrednosti glede na svojo starost ali tik ob zgornji oziroma 
spodnji meji.  
 
Dvanajst bolnikov od 59 je imelo povišan serumski nivo imunoglobulinov D (IgD) (>100 
IE/mL), pri čemer pa so štirje izmed njih imeli pri naslednjih obiskih nivo <100 IE/mL.  
 
Devetinštiridesetim bolnikom smo določili tudi nivo protijedrnih protiteles (ang. antinucelar 
antibodies, ANA). Vsi so imeli negativen rezultat. 
 
Pridobili smo podatke tudi za aktivacijo komplementa preko klasične in preko alternativne 
poti. Referenčne vrednosti za klasično pot komplementa (CH50) so med 55–145 %, za 
alternativno pot komplementa (APH50) pa med 72–128 E. Enaindevetdeset bolnikov je 
imelo izmerjeno CH50, pri čemer jih je imelo 71 vrednosti znotraj referenčnega območja. 
Drugih 20 je bilo nad mejo, pri čemer je bila najvišja vrednost 284 %. APH50 je imelo 
izmerjeno 88 bolnikov, pri čemer so bili štirje pod spodnjo mejo, šest pa nad zgornjo mejo, 
z najvišjo vrednostjo 208 E. 
 
Petinpetdeset bolnikov je imelo izmerjene limfocitne subpopulacije, od teh jih je deset imelo 
povišane vrednosti, dva pa znižane. Ostali so imeli normalne vrednosti.  
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4.1.3 Zdravljenje 
Tonzilektomija, kot način zdravljenja, je bila izvedena pri 47 bolnikih. Pri 44 je bila 
popolnoma uspešna, pri enem je bila neuspešna, saj so se napadi po koncu leta 2016 še 
nadaljevali, pri dveh pa je bila delno uspešna, saj so se napadi pojavljali še nekaj mesecev, 
nato pa so izzveneli. Trajanje bolezni s tonzilektomijo je bilo za 1,4 leta krajše kot trajanje 
bolezni pri bolnikih, kjer je prišlo do spontane umiritve bolezni. 
 
Za zdravljenje s kortikosteroidi smo imeli podatke za 81 bolnikov, od katerih se jih je 27 (33 
%) zdravilo s kortikosteroidi (1–2 mg/kg) na začetku zagona. Pri vseh bolnikih se je napad 
takoj končal, vendar pa je prišlo pri devetih bolnikih (33 %) do skrajšanja časa med samimi 
napadi. 
 
4.1.4 Družinska anamneza 
V analizo družinske anamneze smo vključili 94 bolnikov, za preostalih 20 nismo imeli 
podatkov. Bolnik s pozitivno družinsko anamnezo je bil opredeljen kot bolnik s sorojencem 
ali staršem, ki ima oziroma je imel v otroštvu ponavljajoče se vročine z znaki angine, ali je 
imel poleg teh znakov še odstranjene mandlje. Podatki o družinski anamnezi so navedeni v 
tabeli 5. V naši študiji smo imeli štiri pare sorojencev, od tega po dva para dvojčkov. Kar 
70 % vseh bolnikov z znano anamnezo je imelo družinskega člana, ki ima oziroma je imel 
ponavljajoče se vročine in/ali odstranjene mandlje in kar polovica od teh je imelo več kot 
enega družinskega člana prizadetega.  
 
Tabela 5: Družinska anamneza pri bolnikih s PFAPA 
 
Pozitivna družinska anamneza – ponavljajoče vročine z znaki angine in/ali 
tonzilektomija 
66/94 (70 %) 
Ponavljajoče vročine z znaki angine in/ali tonzilektomija –  
en družinski član prizadet 
34/94 (36 %) 
Ponavljajoče vročine z znaki angine in/ali tonzilektomija –  
več kot en družinski član prizadet 
32/94 (34 %) 
Tonzilektomija  45/94 (48 %) 
Ponavljajoče vročine z znaki angine brez tonzilektomije 21/94 (22 %) 
Prizadet družinski član v prvem in drugem kolenu 14/94 (15 %) 
Prizadet družinski član samo v drugem kolenu 17/94 (15 %) 
Ni podatka  20/114 (18 %) 
Negativna družinska anamneza 25/114 (25 %) 
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V tabeli 6 je naveden podroben opis družinske anamneze v prvem in drugem kolenu za vse 
bolnike z znano družinsko anamnezo. 
 
Šestinštirideset (49 %) bolnikov je imelo mater in triinštirideset (46 %) bolnikov očeta, ki je 
imel težave s ponavljajočimi vročinami oziroma je imel odstranjene mandlje. Štiriindvajset 
(26 %) bolnikov je imelo mater in 29 (31 %) bolnikov je imelo očeta z odstranjenimi mandlji. 
Enaindvajset (22 %) bolnikov je imelo oba starša, ki sta imela težave s ponavljajočimi se 
vročinami oziroma sta imela odstranjene mandlje. 
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Tabela 6: Opis družinske anamneze 
 
Bolnik Opis družinske anamneze v 
 prvem kolenu 
Opis družinske anamneze v  
drugem kolenu 
1 neg neg 
3 neg odstranitev mandljev - očetova mati 
4 neg odstranitev mandljev - materina sestra 
6 odstranitev mandljev - mati neg 
7 angine - mati  neg 
8 angine - brat, odstranitev mandljev - oče  odstranitev mandljev - očetov brat 
9 angine - mati  neg 
12 angine - brat, oče neg 
13 angine - brat, oče neg 
14 neg angine - očetova sestra 
15 odstranitev mandljev - mati - še vedno 2x letno 
angine  
neg 
16 neg neg 
17 odstranitev mandljev - oče neg 
18 odstranitev mandljev - mati in oče neg 
19 neg neg 
20  angine - mati  odstranitev mandljev - materina sestra 
21 odstranitev mandljev - oče, angine - brat  neg 
22 neg neg 
23 neg neg 
25 odstranitev mandljev - mati neg 
26 neg odstranitev mandljev - očetova mati in brat 
27 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
29 odstranitev mandljev - mati neg 
30 neg odstranitev mandljev - očetov oče in materin 
oče 
31  angine - oče neg 
32 angine - oče neg 
33 odstranitev mandljev - oče neg 
34 odstranitev mandljev - mati in brat, oče pri 15 letih neg 
35 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  odstranitev mandljev - materina mati in očetov 
oče 
36  angine - oče neg 
37 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
38 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
39 odstranitev mandljev - oče neg 
40 odstranitev mandljev - oče neg 
41 odstranitev mandljev - mati in oče, angine-brat neg 
42 odstranitev mandljev - mati  neg 
43 odstranitev mandljev - mati in oče neg 
44 odstranitev mandljev - mati in oče neg 
45 odstranitev mandljev - mati in oče odstranitev mandljev - dve materini sestri 
46 angine - mati, še vedno 2x letno neg 
47 neg neg 
48 angine - mati neg 
49 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  odstranitev mandljev - dva očetova brata 
50 neg odstranitev mandljev - očetov stric in materina 
mama 
52 odstranitev mandljev - mati  neg 
53 neg odstranitev mandljev - materina mati in oče 
55 odstranitev mandljev - mati  neg 
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58 odstranitev mandljev - mati  neg 
59 odstranitev mandljev - mati  angine - materina mati 
60 neg neg 
61 neg angine - očetova sestra 
62 odstranitev mandljev - oče neg 
63 neg neg 
65  angine - mati in oče odstranitev mandljev - materina sestra  
69  angine - oče angine - očetov brat 
70 neg neg 
71 neg odstranitev mandljev - materin brat 
72 neg odstranitev mandljev - očetov oče in materin 
oče 
73 angine - brat neg 
74 angine - brat neg 
75 neg neg 
76 odstranitev mandljev - oče , brat in  neg 
78 odstranitev mandljev - oče, mati pri starosti 21 let  odstranitev mandljev -očetova sestra 
79 angine - mati in sestra odstranitev mandljev -očetova sestra 
80 neg odstranitev mandljev -očetova mati 
81 angine - oče neg 
82 odstranitev mandljev - mati in oče neg 
83 angine - mati in oče, odstranitev žrelnice -sestra odstranitev mandljev -materina mati in oče  
84 angine - mati neg 
85 odstranitev mandljev - mati pri starosti 26 let  neg 
86 angine - mati in oče  neg 
87 neg neg 
89 neg anhine - očetova sestra 
90  angine - oče neg 
92 neg odstranitev mandljev - materina mati 
94 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
96 odstranitev mandljev - oče neg 
98 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
99 odstranitev mandljev - sestra, angine - mati odstranitev mandljev - materina mati 
100 odstranitev mandljev - sestra, angine - mati odstranitev mandljev - materina mati 
101 odstranitev mandljev - oče, brat, angine - mati neg 
102 odstranitev mandljev - oče , angine - mati, brat neg 
103 odstranitev mandljev - mati pri starosti 28 let  neg 
104 neg odstranitev mandljev - materin brat 
105 odstranitev mandljev - mati odstranitev mandljev - materina sestra 
106 neg odstranitev mandljev - sestrična 
107 odstranitev mandljev - oče, angine - mati  neg 
108 odstranitev mandljev - oče neg 
109 odstranitev mandljev - mati neg 
110 neg odstranitev mandljev - materina polsestra 
111 neg odstranitev mandljev - očetova sestra in brat, 
angine - materina sestra 
112 odstranitev mandljev - mati neg 
113 odstranitev mandljev - mati, angine - oče neg 
114 odstranitev mandljev - mati, oče in sestra neg 
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4.2 Genetske spremembe pri bolnikih s PFAPA 
V okviru doktorske naloge smo v 12 genih opredelili skupno 83 sprememb pri 62 bolnikih s 
sindromom PFAPA. Prisotnost dveh sprememb smo določili še pri dodatnih 19 bolnikih. 
Gen MEFV smo analizirali pri 80 bolnikih, kjer smo opredelili 15 sprememb. Število odkritih 
sprememb v posameznem preiskovanem genu je navedeno v tabeli 7.  
 
Tabela 7: Število odkritih genetskih sprememb v preiskovanih genih pri bolnikih s 
sindromom PFAPA 
 
gen MEFV NLRP3 TNFRSF1A MVK SAA1 SAA2 
število sprememb 15 12 3 7 13 8 
gen AIM2 PYCARD SPAG7 CXCL10 CXCL9 CXCR3 
število sprememb 7 1 8 6 3 0 
 
 
4.2.1 Genetske spremembe v genih, povezanih z ostalimi periodičnimi vročinskimi 
sindromi 
Gen MEFV 
Analizirali smo celotno kodirajočo regijo gena MEFV. Pri 80 bolnikih s PFAPA smo 
opredelili 15 različnih sprememb, takšnih, ki spremenijo aminokislinsko zaporedje, in 
takšne, ki le tega ohranijo. Vse spremembe so bile v kodirajoči regiji gena in vse z znano rs 
številko. Šest od teh sprememb je bilo opisanih tudi pri bolnikih s FMF (zbirka Infevers), 
tako da imajo tudi morebiten vpliv na patogenezo PFAPA.  
 
Štirje bolniki so imeli po eno prisotno spremembo, in sicer c.442G>C (p.Glu148Gln), 
c.866C>T (p.Ala289Val), c.1772T>C (p.Ile591Thr) in c.2084A>G (p.Lys695Arg), vsi v 
heterozigotnem stanju. Dva bolnika sta imela po dve spremembi, in sicer oba c.1105C>T 
(p.Pro369Ser) in c.1223G>A (p.Arg408Gln). Pri teh dveh bolnikih smo analizirali še starše 
in ugotovili, da sta materi pri obeh prav tako nosilki obeh sprememb, kar pomeni, da se 
dedujejo na enem alelu. 
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Gen NLRP3 
Analizirali smo celotno kodirajočo regijo gena NLRP3. Pri 62 bolnikih smo opredelili 12 
različnih sprememb, od tega 10 v kodirajoči regiji gena, eno v 5' UTR regiji in eno v intronu 
8. Štiri od teh sprememb, ki smo jih našli pri skupno 13 bolnikih (21 %), imajo morebiten 
vpliv na avtoinflamacijo.  
 
Sprememba c.2107C>A (p.Gln703Lys), ki smo jo opredelili pri 9 bolnikih, je sprememba z 
neznanim pomenom in z MAF v evropski populaciji 5,5 %. Dodatno smo analizirali še 100 
domnevno zdravih oseb in identificirali spremembo v heterozigotnem stanju pri 12 osebah. 
Razlika v prisotnosti spremembe tako ni dosegla statistične značilnost (MAF PFAPA/MAF 
zdravi = 7,3 % /6 %; p>0,05). Elektroferogram spremembe c.2107C>A je prikazan na sliki 
4. 
 
 
Slika 4: Sprememba c.2107C>A (p.Gln703Lys) v genu NLRP3. 
Normalno zaporedje (a) in zaporedje s spremembo v heterozigotni obliki (b). 
 
 
 
Redka sprememba c.2176A>G (p.Ser726Gly), ki smo jo našli pri bolnici, je bila 
identificirana tudi pri bolniku z najhujšo obliko CAPS (zbirka Infevers). Preverili smo 
prisotnost te spremembe pri starših in sorojencih; zdrava mati in zdrav brat sta prav tako 
nosilca te spremembe. 
 
Našli smo tudi sinonimno spremembo c.1020C>T (p.Pro340=), ki je bila prav tako 
identificirana pri bolniku s CAPS (zbirka Infevers). 
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Pri dveh nesorodnih bolnikih smo odkrili novo spremembo c.598C>A (p.Pro200Thr). 
Sprememba je po dveh in silico analizah definirana kot patološka (CADD rezultat 28,4; Sift: 
patogena), po dveh pa kot nepatološka (Mutation Taster: polimorfizem, Polyphen: benigna). 
Testirali smo tudi bratca, prav tako bolnika s PFAPA, ki pa spremembe ni imel prisotne. 
Dodatno smo analizirali še 200 domnevno zdravih oseb in 19 dodatnih bolnikov s PFAPA 
(skupno 81 bolnikov) in noben od testiranih ni bil nosilec spremembe. Elektroferogram 
spremembe c.598C>A je prikazan na sliki 5. 
 
 
Slika 5: Sprememba c.598C>A (p.Pro200Thr) v genu NLRP3. 
Normalno zaporedje (a) in zaporedje s spremembo v heterozigotni obliki (b). 
 
 
En bolnik je nosilec kombinacije sprememb, in sicer p.Ile591Thr v genu MEFV in 
p.Gln703Lys v genu NLRP3. 
 
Gen TNFRSF1A 
Analizirali smo del kodirajoče regije gena TNFRSF1A. Pri eni bolnici smo odkrili 
heterozigotno spremembo c.362G>A (p.Arg121Gln), v literaturi večinoma zavedeno kot 
p.Arg92Gln, ki je bila odkrita tudi pri bolnikih z milejšo obliko TRAPS (zbirka Infevers). 
 
Gen MVK 
Pri genu MVK, kjer smo analizirali celotno kodirajočo regijo, nismo odkrili sprememb z 
možnim vplivom na avtoinflamacijo. 
 
Vse spremembe, ki smo jih opredelili v genih, povezanih z ostalimi periodičnimi 
vročinskimi sindromi, so navedene v tabeli 8. 
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Tabela 8: Seznam vseh genetskih sprememb, opredeljenih v preiskovanih genih, povezanih z ostalimi periodičnimi vročinskimi sindromi 
 
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
aMEFV c.306T>C p.Asp102= ekson 2  rs224225 37 19 48,1 / 43,9 / 46,9 ExAC 
NG_007871.1 c.414A>G p.Gly138= ekson 2  rs224224  38 19 48,5 / 43,8 / 47,5 ExAC 
NM_000243.2 c.442G>C p.Glu148Gln ekson 2  rs3743930    1 0 2 / 9 / 0,6 ExAC 
 c.495C>A p.Ala165= ekson 2  rs224223  36 19 55,9 / 49,1 / 46,3 ExAC 
 c.605G>A p.Arg202Gln ekson 2  rs224222 30 10 30,4 / 25,6 / 31,1 ExAC 
 c.866C>T p.Ala289Val ekson 2  rs104895132  1 0 0,02 / 0,01 / 0,6 ExAC 
 c.942C>T p.Arg314= ekson 3 rs224213 32 25 55,4, / 62,8 / 51,3 ExAC 
 c.1105C>T p.Pro369Ser ekson 3 rs11466023      2 0 1 / 1,4 / 1,3 ExAC 
 c.1223G>A p.Arg408Gln ekson 3 rs11466024  2 0 1 / 1,3 / 1,3 ExAC 
 c.1422G>A p.Glu474= ekson 5 rs224208 37 24 54,2 / 60,3 / 53,1 ExAC 
 c.1428A>G p.Gln476= ekson 5 rs224207 37 24 54,2 / 60,6 / 53,1 ExAC 
 c.1530T>C p.Asp510= ekson 5 rs224206 36 25 54,4 / 61 / 53,8 ExAC 
 c.1764A>G p.Pro588= ekson 8 rs1231122 34 17 45,8 / 39,7 / 42,5 ExAC 
 c.1772T>C p.Ile591Th ekson 9 rs11466045   1 0 1,5 / 1 / 0,6 ExAC 
  c.2084A>G p.Lys695Arg  ekson 10  rs104895094 1 0 0,8 / 0,6 / 0,6 ExAC 
     
 
    
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
NLRP3 c.-40G>T / 5' UTR, reg. regija rs73136263 7 0 4,5 / 3,7 / 5,6 ExAC 
NG_007509.2 c.598C>A p.Pro200Thr ekson 3 NA 2 0 NA / NA / c1,2/ d0 ExAC 
NM_001243133.1 c.657C>T p.Thr219= ekson 3  rs7525979    10 0 6,1 / 8, 2 / 8,1 ExAC 
 c.726G>A p.Ala242= ekson 3 rs3806268    35 13 55,7 / 50 / 49,2 ExAC 
 c.780G>A p.Arg260= ekson 3 rs4925543 55 4 96 / 94,3 / 91,9 ExAC 
 c.930C>T p.Asp310= ekson 3 rs143840033   1 0 0,2 / 0,1 / 0,8  ExAC 
 c.1020C>T p.Pro340= ekson 3 rs41311573     1 0 0,7 / 0,5 / 0,8 ExAC 
 c.1231C>T p.Leu411= ekson 3 rs148478875  2 0 0,9 / 0,61 / 1,61 ExAC 
 c.1302C>T p.Ser434= ekson 3 rs34298354    9 1 12,2 / 10,1 / 8,9 ExAC 
 c.2107C>A p.Gln703Lys ekson 3 rs35829419   9 0 5,5 / 4,1 / 7,3 /b6 ExAC 
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 c.2176A>G p.Ser726Gly ekson 4 rs147946775   1 0 0,07 / 0,05 / 0,8 ExAC 
  
c.3006-47_3006-
46delAG / intron 8 rs201053423   7 0 5,35 / 5,15 / 5,64 ExAC 
       
 
  
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
MVK c.155G>A p.Ser52Asn ekson 3 rs7957619 17 0 13,4 / 10,2 / 13,7 ExAC 
NG_007702.1 c.371+8C>T / intron 4 rs67886029 8 0 8,6 / 6,1 / 6,5 ExAC 
NM_000431.3 c.405G>A p.Ser135= exon 5 rs34368092  11 0 6,3 / 4,7 / 8,9 ExAC 
 c.510C>T p.Asp170= exon 5 rs2287218   19 0 17,3 /  16,2 / 15,3 ExAC 
 c.632-18A>G / intron 6 rs2270375 23 1 25,8 / 23,4 / 20,2 ExAC 
 c.885+24G>A / intron 9 rs2270374 19 1 17,4 / 14,9 / 17,9 ExAC 
  c.924C>T / ekson 10 rs72648042      1 0 0,2 / 0,11 / 0,81 ExAC 
      
 
   
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
TNFRSF1A  c.369C>T p.Thr123= ekson 4 rs104895260  1 0 0,07 / 0,04 / 0,8 ExAC 
NG_007506.1 c.362G>A p.Arg121Gln ekson 4 rs4149584    1 0 2,2 / 1,4 / 0,8 ExAC 
NM_001065.3 c.625+10A>G / intron 6 rs1800693  33 10 40,5 / 36,2 / 42,7 ExAC 
         
V prvem stolpcu je ime gena vključno z NG številko (kjer obstaja) in NM številko, na podlagi katere je poimenovana sprememba. V drugem stolpcu je zapis nukleotidne 
spremembe in zapis spremembe na aminokislinskem nivoju v tretjem stolpcu. V četrtem stolpcu je lokacija spremembe ter pripadajoča rs številka spremembe v petem stolpcu. 
V šestem in sedmem stolpcu je število bolnikov s spremembo v heterozigotnem stanju in v homozigotnem stanju. V osmem stolpcu so navedene MAF številke v evropski 
populaciji, v svetovnem merilu in v naši preiskovani skupini. V zadnjem stolpcu je ime baze, kjer smo dobili podatke o MAF.  
a: gen MEFV je bil testiran pri 80 bolnikih s PFAPA; b: sprememba je bila dodatno preverjena pri  100 zdravih osebah, c: sprememba je bila testirana pri 81 bolnikih s PFAPA; 
d: sprememba je bila dodatno preverjena pri 200 zdravih osebah; NA: ni podatka;  
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4.2.2 Genetske spremembe pri ostalih preiskovanih genih 
Gen AIM2 
V genu AIM2 smo analizirali celotno kodirajočo regijo, regije 5' UTR, 3' UTR in 
promotorsko regijo pri 62 bolnikih. Identificirali smo sedem sprememb, eno novo in šest že 
opisanih, vse v regulatorni regiji gena in eno v intronu 1.  
 
Sprememba  c.-208A>C (regulatorna regija) je imela v naši preiskovani skupini višji MAF 
kot v evropski, zato smo dodatno preverili še 200 domnevno zdravih oseb in 19 bolnikov s 
PFAPA (skupno 81). Statistična značilnost ni bila dosežena (MAF PFAPA/ MAF zdravi = 
9,9 % /10,4 %; p>0,05). Elektroferogram spremembe c.-208A>C je prikazan na sliki 6. 
 
 
Slika 6: Sprememba c.-208A>C v genu AIM2. 
Normalno zaporedje (a) in zaporedje s spremembo v heterozigotni obliki (b) ter v homozigotni obliki (c). 
 
 
Gen CXCL10 
V genu CXCL10 smo analizirali celotno kodirajočo regijo in del regulatorne. Opredelili smo 
šest sprememb, vse v nekodirajočih regijah.  
 
Sprememba c.-201G>A (regulatorna regija) je polimorfizem, v evropski populaciji prisoten 
v 10,7 %. V naši preiskovani skupini smo jo opredelili pri 8 bolnikih v heterozigotnem stanju 
in pri 1 bolniku v homozigotnem stanju. Sprememba je zavedena v bazi HGMD kot 
polimorfizem, povezan z boleznijo (ang. disease associated polimorphism). Dodatno smo 
preverili še 200 domnevno zdravih oseb in 19 bolnikov s PFAPA (skupno 81), vendar razlika 
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med skupinama v prisotnosti spremembe ni dosegla statistične značilnost (MAF PFAPA/ 
MAF zdravi = 7,4 % /5,3 %; p>0,05). 
Elektroferogram spremembe c.-201G>A je prikazan na sliki 7. 
 
 
Slika 7: Sprememba c.-201G>A v genu CXCL10. 
Normalno zaporedje (a) in zaporedje s spremembo v heterozigotni obliki (b). 
 
 
Geni PYCARD, SAA1, SAA2, CXCR3, CXCL9, SPAG7 
Pri teh genih nismo opredelili sprememb z možnim vplivom na avtoinflamacijo.  
 
Vse spremembe, ki smo jih opredelili v genih AIM2, PYCARD, SAA1, SAA2, CXCL10, 
CXCL9, CXCR3 in SPAG7, so navedene v tabeli 9. 
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Tabela 9: Seznam vseh genetskih sprememb, identificiranih v ostalih kandidatnih genih 
 
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
SAA1 c.-1021T>G / zgornje zap. rs11024593 31 13 46,3 / 41,7 / 46 dbsnp 
NG_021330.1 c.-961G>C / zgornje zap. rs1024594 24 26 69,3 / 65,5 / 62,3 dbsnp 
NM_000331.5 c.-935C>G / zgornje zap. rs12800700 16 0 16,7 / 10,8 / 12,9 dbsnp 
 c.-245G>C / zgornje zap. rs1829575 24 31 70,2 / 66,1 / 69,4 dbsnp 
 c.-198G>T / zgornje zap. rs374454445 1 0 0 / 0,3 / 0,8 dbsnp 
 c.-197C>T / zgornje zap. rs11024595 4 0 6,3 / 12,9 / 3,2 dbsnp 
 c.-186G>A / zgornje zap. rs2445166 8 0 9 / 12,4 / 6,5 dbsnp 
 c.92-5T>G / intron 2 rs11024597 30 25 48,3 / 49,9 / 64,5 dbsnp 
 c.209C>T p.Ala70Val ekson 3 rs1136743 30 25 56,4 / 52,2 / 64,5 ExAC 
 c.224T>C p.Val75Ala ekson 3 rs1136747 30 25 56,4 / 54,1 / 64,5 ExAC 
 c.279C>T p.Asp93= ekson 4 rs15790 6 1 5,7 / 4,1 / 6,5 ExAC 
 c.288T>C Ala96= ekson 4 rs12218 34 11 48,2 / 41,4 / 45,2 ExAC 
  c.323A>G p.Lys108Arg ekson 4 rs1059571     1 0 1,6 / 1,1 / 0,8 ExAC 
      
 
   
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
SAA2 c.-180C>T / zgornje zap. rs79669707    13 2 12,1 / 9,7 /13,7 dbsnp 
NA c.-5+83A>G / intron 1 rs9667355 1 0 0,3 / 4,1 / 0,8 dbsnp 
NM_030754.4 c.-5+160G>A / intron 1 rs3758945 9 0 12,9 / 19,2 / 7,3 dbsnp 
 c.-5+236C>A / intron 1 rs376024044 5 0 2,2 / 6,9 / 4 dbsnp 
 c.216T>C p.Ala72= ekson 4 rs1136766     60 0 48,9 / 48 / 48,4 ExAC 
 c.236C>T p.Ala79Val ekson 4 rs116861605 1 0 0,3 / 0,2 / 0,8 ExAC 
 c.266G>A p.Arg89His exon 4 rs2468844 12 46 87,2 / 83,1 / 83,9 ExAC 
  c.332A>G p.Asn111Ser exon 4 rs138002965 2 0 0,7 / 0,4 / 1,6 ExAC 
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Gen Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK 
Lokacija rs številka Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
AIM2 
NA 
c.-607delA / zgornje zap., reg. 
regija 
rs3834102 5 0 4,3 / 15,8 / 4 dbsnp 
NM_004833.1 c.-605C>A / zgornje zap., reg. 
regija 
NA 1 0 NA / NA / 0,8 dbsnp 
 c.-536C>T / zgornje zap., reg. 
regija 
rs116289675 1 0 0,4 / 0,2 / 0,81 dbsnp 
 c.-208A>C / 5' UTR, reg. regija rs41264459 14 1 7,5 / 2,8 /c 9,9 / d 10,4 dbsnp 
 c.-28A>G / 5' UTR, reg. regija rs2298803 5 0 4,3 / 15,6 / 4 dbsnp 
 c.-21+45G>C / intron 1, reg. regija rs41264457 5 0 0,1 / 0,16 / 0,04 dbsnp 
  c.-20-43C>T / intron1  rs74555135 3 0 4,3 / 15,6 / 2,4 dbsnp 
 
 
        
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
PYCARD c. 332-19G>A / intron 2, reg. regija rs186112291 2 0 0,6 / 0,4 / 1,6 ExAC 
NA                 
NM_013258.4         
  
 
       
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
SPAG7 c.120A>G  p.Gln40= ekson 2 rs61749470       3 0 3,4 / 2,7 / 2,4 ExAC 
NA c.132G>A p.Gln44= ekson 2 NA 1 0 0 / 8,28e-04 / 0,8 ExAC 
NM_004890.2 c.328-4T>C  / intron 4 rs238224 16 45 85,9 / 78,4 / 85,5 ExAC 
 c.574+49C>T / intron 6 rs73343381 4 0 4,8 / 10,3 / 3,2 ExAC 
 c.575-42T>C / intron 6 rs371205789 1 0  0,02 / 0,01 / 0,8 ExAC 
 c.575-24C>T / intron 6 rs12451097 6 0 4,8 / 10,2 / 4,8 ExAC 
 c.*60C>G / 3' UTR NA 1 0 NA / NA / 0,8 NI 
  c.*182A>G / 3' UTR rs73973670  3 0 0,1 / 3,2 / 2,4 dbsnp 
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Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
CXCL10 
NA 
c.-201G>A / zgornje zap., reg. 
regija 
rs56061981      10 1 3,4 / 10,7 / c7,4 / d5,3 dbsnp 
NM_001565.3 c.61+125_61+128
delAATA 
/ intron 1 rs146674736 2 0 4,4 / 1,1 / 1,6  dbsnp 
 c.61+33A>G / intron 1 rs4241578 34 21 54,1 /60,8 / 61,3 ExAC 
 c.279-36C>G / intron 3 rs4859584 25 28 53,8 / 60,6 / 65,3 ExAC 
 c.*140G>C / 3' UTR rs3921 25 28 53,8 / 60,6 / 65,4 dbsnp 
 c.*321delC / 3' UTR rs34836828 25 28 53,8 / 60,6 / 65,5 dbsnp 
    
 
     
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
CXCL9 c.-127T>C / zgornje zap. rs2276885 22 5 17,5 / 23 / 25,8 dbsnp 
NA c.*94G>C / 3' UTR rs115116604 3 0 1,7 / 0,7 / 2,4 dbsnp 
 NM_002416.2 c.*180A>G / 3' UTR rs10031051 3 0 1,7 / 3,7 / 2,4 dbsnp 
  
 
       
Gen 
Nukleotidna 
sprememba 
Sprememba 
AK Lokacija rs številka 
Št. bolnikov 
(heterozigot) 
Št. bolnikov 
(homozigot) 
MAF EU / MAF global / 
MAF PFAPA (%) 
Baza 
(MAF) 
CXCR3 / / / / / / / / 
NA         
NM_001142797         
         
V prvem stolpcu je ime gena vključno z NG številko (kjer obstaja) in NM številko, na podlagi katere je poimenovana sprememba. V drugem stolpcu je zapis nukleotidne 
spremembe in zapis spremembe na aminokislinskem nivoju v tretjem stolpcu. V četrtem stolpcu je lokacija spremembe ter pripadajoča rs številka spremembe v petem stolpcu. 
V šestem in sedmem stolpcu je število bolnikov s spremembo v heterozigotnem stanju in v homozigotnem stanju. V osmem stolpcu so navedene MAF številke v evropski 
populaciji, v svetovnem merilu in v naši preiskovani skupini. V zadnjem stolpcu je ime baze, kjer smo dobili podatke o MAF.  
c: sprememba je  bila testirana pri 81 bolnikih s PFAPA; d: sprememba je bila dodatno preverjena pri 200 zdravih osebah; NA: ni podatka; reg. regija: regulatorna regija; zgornje 
zap.: zgornje zaporedje - angl. upstream sequence, zaporedje pred 5' UTR 
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Skupno 23 bolnikov od 62 (ter en dodaten, testiran samo za gen MEFV) je imelo 
identificirane spremembe, ki imajo morebiten vpliv na patogenezo sindroma PFAPA. Sedem 
bolnikov je imelo po dve različni spremembi.  
 
4.3 Primerjava fenotipskih značilnosti z genotipom 
Primerjali smo klinične značilnosti bolnikov, ki so nosili eno od sprememb z možnim 
vplivom na avtoinflamacijo v avtoinflamatornih genih (MEFV, NLRP3,TNFRSF1A) in genu 
CXCL10, s tistimi, ki niso bili nosilci sprememb. 
 
Bolniki s spremembo so imeli prvi zagon bolezni pri 2,1 letih, bolniki brez pa pri 2,2 letih. 
Diagnoza je bila postavljena pri 4,5 letih oziroma pri 4 letih. Zagon bolezni je pri obeh 
skupinah bolnikov trajal 4,3 dni, z intervalom zagona 4,3 tedne pri bolnikih s spremembo 
oziroma 3,8 tednov pri bolnikih brez spremembe. Skupno 14 od 23 (61 %) bolnikov s 
spremembo je imelo prisotne vse 3 glavne znake bolezni (vneto žrelo, bezgavke, afte) ter 19 
od 39 (49 %) bolnikov brez spremembe. Družinsko anamnezo je imelo pozitivno 15 od 20 
(75 %) bolnikov s spremembo in 28 od 34 (82 %) bolnikov brez. Razlike med obema 
skupinama niso bile statistično značilne (p>0,05).  
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5 DISKUSIJA 
Sindrom PFAPA je najpogostejša avtoinflamatorna bolezen pri otrocih z neznanim 
genetskim vzrokom in patogenezo. Še vedno ne poznamo specifičnih diagnostičnih testov 
in laboratorijskih označevalcev, zato je postavitev diagnoze zahtevna in temelji izključno na 
diagnostičnih kriterijih ter izključitvi drugih periodičnih vročinskih sindromov ter bolezni, 
ki potekajo podobno kot sindrom PFAPA (20). 
 
Ker se klinične značilnosti sindroma PFAPA močno prekrivajo z drugimi genetsko 
opredeljenimi vročinskimi sindromi, obstaja velika verjetnost, da ima tudi PFAPA genetski 
vzrok (9,28,30,52).  
 
V doktorski nalogi smo prvič opisali veliko skupino pediatričnih bolnikov s sindromom 
PFAPA iz Slovenije, ki so bili vodeni v ambulanti Službe za alergologijo, revmatologijo in 
klinično imunologijo Pediatrične klinike v obdobju 10 let. Opisali smo klinične značilnosti 
114 otrok in genetske značilnosti 62 oziroma 80 otrok ter ocenili morebitne povezave med 
genotipom ter fenotipom. Zaradi dejstva, da je PFAPA še vedno slabo poznana bolezen, tako 
s strani pediatrov in ostalih zdravnikov kot tudi s strani bolnikov oziroma staršev bolnih 
otrok, in dejstva, da se bolezen mnogokrat nepravilno obravnava kot streptokokna angina in 
posledično tudi zdravi z antibiotiki, prinaša naša študija in opis skupine bolnikov velik 
doprinos tako k znanosti kot tudi klinični medicini. 
 
5.1 Klinične značilnosti in laboratorijski parametri 
Opredelili smo klinične značilnosti 114 bolnikov. V naši preiskovani skupini bolnikov 
prevladujejo dečki (58 %), podobno kot v drugih preiskovanih skupinah (5,8,22). Vneto 
žrelo in otečene bezgavke so bile prisotne pri večini (96 % in 83 %), afte pa pri polovici (55 
%), kar se sklada z izsledki drugih študij (5,7,8,10,21,22). Sedeminštirideset odstotkov 
bolnikov je imelo prisotne vse tri glavne znake, kar je podobno kot pri študiji, ki so jo izvedli 
Hofer in sodelavci (53) in več kot v študiji, ki so jo izvedli Tasher in sodelavci (8), kar kaže 
na klinično zelo dobro opredeljeno skupino naših bolnikov. V tabeli 10 so predstavljeni 
klinični znaki bolnikov v različnih študijah iz katere je tudi razvidno, da so imeli naši bolniki 
klinične znake v podobnem deležu kot v ostalih študijah.  
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Tabela 10: Klinični znaki bolnikov s PFAPA v 9 različnih študijah 
 
 
Hofer in 
sod. (53) 
Thomas 
in sod. 
(22) 
Padeh in 
sod. (54) 
Tasher 
in sod. 
(8) 
Gattorno 
in sod. 
(16) 
Feder in 
Salazar 
(20) 
Wurster 
in sod. 
(21) 
Stojanov 
in sod. (7) 
Perko  
Število 
bolnikov 
305 66 28 54 130 105 59 21 114 
Vneto 
žrelo 
90 65 100 96 84 85 75 86 96 
Vnete 
bezgavke  
78 77 100 61 84 62 88 100 83 
Afte  57 67 68 39 59 38 72 62 55 
Glavobol 29 65 18 46 41 44 70 / / 
Bolečine 
v trebuhu 
45 45 18 65 53 41 33 57 55 
Driska 16 30 / 13 29 / / 10 26 
Izpuščaj 13 15 / 4 22 / / 10 11 
Bolečine 
v sklepih 
30 / 11 / 44 / 27 29 29 
Bruhanje 18 / / 35 31 27 35 38 39 
          
Vrednosti so v %;  /: ni bilo določeno 
 
Pri 88 bolnikih smo določili titer AST, ki je kazalec prebolele streptokokne okužbe ali 
okužbe v prebolevanju. Klinični znaki streptokokne okužbe se lahko zelo prekrivajo s 
sindromom PFAPA, zato je določitev titra AST pomembno diagnostično orodje pri 
razlikovanju PFAPA s streptokokno angino. Večji del bolnikov (70 %) je imel negativen 
titer AST, drugi so verjetno v preteklosti preboleli streptokokno angino, večina tistih z 
visokim titrom pa je imela ob naslednjih pregledih negativen bris in so bili tako 
diagnosticirani kot sindrom PFAPA. Zaradi nepoznavanja sindroma PFAPA mnogo 
pediatrov še vedno sumi na streptokokno angino in tako nepotrebno zdravi otroke z 
antibiotiki, pri čemer pa imajo ti otroci dejansko PFAPA sindrom.  
 
Visok nivo CRP je značilen pri sindromu PFAPA, hkrati pa je neznačilen za virusne okužbe 
zgornjih dihal, ki so ena izmed pomembnejših diferencialnih diagnoz sindroma PFAPA (53). 
Vsi naši bolniki so imeli močno povišan CRP med zagonom bolezni z normalizacijo med 
zagoni, kar se sklada s primerljivimi študijami (53,55) in dokazuje, da je visok nivo CRP 
pomembni laboratorijski kazalec pri postavitvi diagnoze sindroma PFAPA. 
 
Serumski nivo celokupnih protiteles IgM, IgG in IgA je bil normalen, nivo IgD pa normalen 
ali rahlo povišan, podobno kot pri študiji, ki so jo opravili Kovacs in sodelavci (56). Pri 
študiji, ki so jo opravili Padeh in sodelavci, sta imeli dve tretjini bolnikov povišan nivo IgD 
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(>100 IE/mL) (54). Visok nivo IgD je pogost pri bolnikih s sorodnim periodičnim 
vročinskim sindromom, imenovanim pomanjkanje mevalonske kinase (MKD) oziroma z 
drugim imenom periodični vročinski sindrom s hiperimunoglobulinemijo D (HIDS), pri 
čemer ime izhaja prav iz povišanja nivoja IgD. Kljub temu pa vsi bolniki z MKD nimajo 
povišanega nivoja IgD. Povišan nivo se pojavlja tudi pri drugih sindromih, kot so PFAPA, 
FMF in TRAPS (16).  
 
5.2 Zdravljenje 
Še vedno ni jasno, kakšno je optimalno zdravljenje bolnikov s sindromom PFAPA. Glede 
na neznano etiologijo bolezni je zdravljenje pri večini bolnikov simptomatsko (15). Ker je 
narava bolezni taka, da z leti sama izzveni, je vsakršno dodatno zdravljenje še vedno predmet 
razprave. 
 
Zdravljenje s kortikosteroidi je zelo uspešno pri prekinjanju samih vročinskih epizod 
(15,20,27,54), vendar ne prekine same bolezni, pogosto pa pride tudi do skrajšanja intervala 
med samimi napadi (5,54). V naši preiskovani skupini bolnikov se je zdravljenje s 
kortikosteroidi izkazalo za 100 % učinkovito, podobno kot pri največji do zdaj opisani 
skupini bolnikov, kjer se je 147 bolnikov od 301 zdravilo s kortikosteroidi. Pri 63 % je prišlo 
do prekinitve napada že po prvem odmerku zdravila, pri 32 % po drugem odmerku, pri 5 % 
pa zdravljenje ni bilo uspešno (53). Pri tretjini naših bolnikov je prišlo do skrajšanja intervala 
med zagoni bolezni, podobno kot v drugih študijah, kjer je bilo skrajšanje intervala med 
zagoni prisotno pri 25 % do 50 % bolnikov (14,27,57).  
Takojšen odziv na zdravljenje bolnikov s sindromom PFAPA velja pri mnogo pediatrih kot 
diagnostičen znak, da ima bolnik res sindrom PFAPA. Namreč z izjemo sindroma MKD, pri 
večini monogenetskih vročinskih sindromih enkratna aplikacija kortikosteroidov ni dovolj 
za prekinitev na napada, pri sindromu PFAPA, pa v večini primerov je (58). 
 
Odstranitev mandljev je lahko sporna, sploh zaradi narave bolezni, ki večinoma z leti 
spontano izzveni, in zaradi dejstva, da je poseg invaziven in z neznanimi dolgoročnimi 
posledicami za bolnika. Prva študija o učinkovitosti posega pri štirih bolnikih je bila 
objavljena leta 1989 (59). Kasneje se je pojavilo še več študij, vendar z različnim deležem 
uspešnosti (60). V naši raziskavi se je tonzilektomija izkazala za zelo učinkovito, saj je pri 
44 od 47 bolnikov bolezen takoj izzvenela, podobno kot pri ostalih študijah, kjer je prišlo do 
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prekinitve bolezni pri skoraj vseh bolnikih (20,61). Dva bolnika sta nekaj mesecev še imela 
napade, pri enem bolniku pa je bil poseg neuspešen. V naši študiji se je tudi izkazalo, da je 
bolezen pri tonzilektomiji za 1,4 leta krajša kot pri spontani remisiji (p=0.0143). Dejstvo pa 
je, da težko primerjamo ti dve skupini bolnikov med sabo, saj so bili na poseg napoteni 
bolniki s težjo obliko bolezni, z zgodnejšim začetkom, z daljšim trajanjem in s krajšimi 
intervali med zagoni. Tudi v stroki tako ostaja prepričanje, da naj bi bila odstranitev 
mandljev primerna le za bolnike s težjim potekom bolezni in tiste, ki so neodzivni na 
zdravila, kot so kortikosteroidi oziroma jih težko prenašajo (60). 
 
5.3 Družinska anamneza  
PFAPA načeloma velja za bolezen, ki se pojavlja spontano in ni dedna. Več študij pa je 
poročalo o bolnikih, ki imajo oziroma so imeli prizadete tudi ostale družinske člane (28–30). 
V naši študiji smo imeli štiri pare sorojencev. Družinska anamneza je bila pozitivna v 70 %, 
hkrati pa je imela tretjina vseh bolnikov z znano anamnezo prizadetega več kot enega 
družinskega člana. Tudi druge študije poročajo o visoki stopnji pozitivne družinske 
anamneze (9,21), vendar pa je delež pozitivne anamneze v naši študiji višji kot v katerikoli 
do danes objavljeni študiji (52).  
 
V nedavni študiji je bila pozitivna družinska anamneza (ponavljajoče vročine) zabeležena 
pri 38 od 84 bolnikov (45 %), pri čemer je 10 od teh bolnikov imela družinskega člana s 
postavljeno diagnozo sindroma PFAPA. V kontrolni skupini domnevno zdravih otrok nihče 
ni imel pozitivne družinske anamneze (62). 
 
V najbolj obširni študiji, kjer so se posvetili izključno družinski anamnezi, so primerjali 80 
bolnikov s PFAPA in 80 zdravih otrok. Osemnajst (23 %) bolnikov je imelo vsaj enega 
družinskega člana diagnosticiranega s sindromom PFAPA. Starši bolnikov so v otroštvu v 
večjem deležu imeli težave z vnetjem žrela in aftami kot starši zdravih otrok (36 % proti 16 
% in 46 % proti 28 %). Hkrati so imeli sorojenci bolnikov s PFAPA v višjem deležu prav 
tako postavljeno diagnozo PFAPA kot sorojenci zdravih otrok (10 % proti 2 %). Avtorji so 
zaključili, da se bolezen segregira v družini z avtosomno dominantnim vzorcem dedovanja, 
hkrati pa zaradi nepopolnih fenotipov (npr. zgolj afte) in netipičnih oblik bolezni dopuščajo 
možnost vpliva okolja na razvoj bolezni (62,63). Do zaključka o dominantnem načinu 
dedovanja z nepopolno penetranco so prišli tudi avtorji v do danes najobširnejši genetski 
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študiji sindroma PFAPA, kjer so analizirali genetsko ozadje 68 bolnikov iz 14 različnih 
družin (12). 
 
Pomanjkljivost naše študije je, da nismo imeli primerljive skupine zdravih otrok za 
pridobitev informacij o ponavljajočih vročinah oziroma odstranjenih mandljev pri starših v 
tej skupini. Istočasno pa je dejstvo, da bi se starši zdravih otrok verjetno težje spomnili težav, 
ki so jih imeli v otroštvu, kakor starši, ki se mesečno spopadajo z boleznijo svojih otrok. 
 
Kljub temu, da je patogeneza sindroma neznana in da še ni bil odkrit vzročni gen, naša študija 
in tudi ostale študije očitno nakazujejo na genetsko naravo sindroma PFAPA. Hkrati pa je 
možno tudi, da so bili vsi oboleli družinski člani izpostavljeni isti neznani okužbi oziroma 
določenemu sprožilcu v okolju, ki je v končni fazi vodil v razvoj kliničnih značilnosti 
sindroma PFAPA. 
 
5.4 Genetske spremembe pri bolnikih s PFAPA 
Genetski vzrok sindroma PFAPA ostaja eno največjih vprašanj s tega področja. Kot že 
rečeno, sindrom velja za sporadično bolezen, a zaključki mnogih študij nakazujejo drugače: 
visok delež pozitivne družinske anamneze (9,21), pojavljanje bolezni pri več družinskih 
članih (28–30), pojavljanje genetskih sprememb pri bolnikih s PFAPA, ki so drugače 
značilne za druge periodične vročinske sindrome ter močno prekrivajoči simptomi sindroma 
PFAPA z ostalimi dednimi periodičnimi vročinskimi sindromi, ki nakazujejo na možno 
skupno patogenezo in vpletenost enakih celic, vnetnih dejavnikov ter možno tudi genov 
(7,28). 
 
5.4.1 Genetske spremembe v genih, povezanih z ostalimi periodičnimi vročinskimi 
sindromi 
Mnogo študij je že bilo narejenih na temo genetike PFAPA, predvsem preverjanje 
vpletenosti genov, ki so odgovorni za nastanek drugih periodičnih vročinskih sindromov 
(FMF, CAPS, TRAPS, MKD) (13,16,64), pri čemer pa avtorji niso prišli do zanesljivih 
zaključkov o vplivu sprememb v teh genih na pojav bolezni. Zanimiva je hipoteza, da je 
PFAPA lažja in nespecifična oblika drugih avtoinflamatornih sindromov, ki se pojavi kot 
posledica genetskih sprememb v vzročnih genih periodičnih vročinskih sindromov, pri 
čemer pa so to spremembe, ki se v manjšem deležu pojavljajo tudi v splošni populaciji 
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(12,13). Zato smo se tudi mi v okviru prve faze doktorske naloge odločili analizirati gene, 
ki so povezani z nastankom ostalih periodičnih vročinskih sindromov. 
 
Pomnožili smo celotno kodirajočo regijo genov MEFV pri 80 bolnikih, celotno kodirajočo 
regijo genov MVK in NLRP3 pri 62 bolnikih ter pet eksonov gena TNFRSF1A pri 62 bolnikih 
s sindromom PFAPA. 
 
V genu MEFV smo opredelili 15 sprememb, v genu NLRP3 12 sprememb, v genu MVK 
sedem sprememb in v genu TNFRSF1A tri spremembe. 
 
Gen MEFV 
Šest bolnikov od 80 testiranih je imelo 6 različnih genetskih sprememb v genu MEFV, ki bi 
lahko imele vpliv na avtoinflamacijo, in sicer p.Glu148Gln, p.Ala289Val, p.Ile591Thr, 
p.Lys695Arg, p.Pro369Ser in p.Arg408Gln. Vse te spremembe so navedene v podatkovni 
zbirki Infevers kot spremembe, opredeljene tudi pri bolnikih s FMF. Zaradi pomanjkanja 
funkcionalnih študij je še vedno nejasno, kakšen vpliv imajo te spremembe na samo 
strukturo proteina in njegovo funkcijo.  
 
Vpliv spremembe p.Glu148Gln je dvoumen, po eni strani velja za patogeno spremembo z 
zmanjšano penetranco, po drugi strani pa za polimorfizem brez funkcionalnega vpliva na 
sam protein (13, 62). Spremembi p.Lys695Arg in p.Pro369Ser prav tako veljata za 
spremembi z zmanjšano penetranco (66). 
 
Za vse odkrite spremembe torej načeloma velja, da so delno patogene oziroma da so to 
spremembe z zmanjšano penetranco (13,65,66). Same po sebi niso zadostne, da bi povzročile 
polno klinično sliko FMF, lahko pa imajo vpliv na vnetni proces in klinično sliko pri 
sindromu PFAPA. 
 
Gen NLRP3 
Trinajst od 62 bolnikov je nosilcev sprememb v genu NLRP3, ki bi lahko imele vpliv na 
vnetni proces pri sindromu PFAPA. Gen NLRP3 kodira protein kriopirin, ki je del 
infamasoma; spremembe proteina vodijo v podaljšano delovanje inflamasomskega 
kompleksa in posledično podaljšano produkcijo vnetnega citokina IL-1β, ki se klinično kaže 
kot sindrom CAPS (67,68). 
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Najpogostejša sprememba v naši preiskovani skupini je bila p.Gln703Lys, najdena pri 
devetih bolnikih, ki pa smo jo opredelili tudi v zdravi populaciji (MAF PFAPA/ MAF zdravi 
= 7,3 % / 6 %). Podobni rezultati so se pojavili tudi v študiji, kjer je bila sprememba odkrita 
pri 9 od 57 bolnikov (13), ter v študiji, kjer je bil MAF spremembe 5 % (12). Vpliv te 
spremembe na funkcijo proteina je še vedno neznan, nekateri jo obravnavajo kot 
polimorfizem (69), drugi pa kot spremembo z nizko penetranco (70). Kljub ugotovitvam, da 
je delež spremembe v skupini bolnikov podoben deležu v zdravi populaciji, pa to ne pomeni, 
da sprememba nima vpliva na vnetni proces. Nedavna študija je namreč dokazala, da ta 
sprememba vodi v pridobitev funkcije proteina (ang. gain-of-function), ki vodi v preveč 
aktiven inflamasom in torej preveliko produkcijo IL-1β (71) ter se tako kaže s klinično sliko 
sindroma PFAPA ali CAPS. 
 
Sprememba p.Ser726Gly, ki smo jo odkrili pri eni bolnici, je redek polimorfizem, ki pa je 
bil opredeljen tudi pri dveh turških bolnikih s sindromom CAPS (72). Sprememba je 
navedena v zbirki Infevers kot simptomatska, vendar z neznanim vplivom na protein. 
Spremembo smo odkrili tudi pri zdravem bratu in mami. Sindrom CAPS se deduje 
avtosomno dominantno, pri čemer imajo nekatere spremembe popolno penetranco, nekatere 
pa zmanjšano, kar pomeni, da lahko nosilec spremembe kaže klinično sliko, lahko pa je ne. 
Istočasno se spremembe izražajo z variabilno ekspresivnostjo, torej z različnimi kliničnimi 
znaki pri isti genetski spremembi (73). Možno je, da je tudi p.Ser726Gly sprememba z nizko 
penetranco in variabilno ekspresivnostjo ter tako v povezavi z okoljskimi faktorji in drugimi 
genetskimi dejavniki povzroči različne klinične slike. V našem primeru lahko tako ena 
sprememba povzroči tri različne fenotipe: fenotip, ki se kaže kot sindrom CAPS pri dveh 
turških bolnikih,  fenotip, ki se kaže kot sindrom PFAPA pri naši bolnici in normalen fenotip, 
ki se kaže pri dveh zdravi sorodnikih. 
 
Tudi sprememba p.Pro340=, opredeljena pri bolniku s PFAPA, je bila odkrita pri bolniku s 
CAPS ter je navedena v bazi HGMD kot patološka, tako da verjetno prispeva k procesu 
vnetja pri sindromu PFAPA. Sprememba ima neznan vpliv na protein, prav tako nima vpliva 
na izrezovanje intronov, je pa verjetno tako kot prej omenjena p.Ser726Gly, to sprememba 
z variabilno ekspresivnostjo. 
 
Sprememba p.Pro200Thr, odkrita pri dveh bolnikih, je nova in še ni opisana v nobeni bazi 
genetskih sprememb, prav tako je nismo identificirali v slovenski populaciji. Kljub 
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nasprotujočim se rezultatom različnih in silico analiz in kljub dejstvu, da oboleli brat enega 
od bolnikov ni nosilec te spremembe, izjemno visok CADD rezultat nakazuje pomembnost 
te spremembe pri patološkem procesu sindroma PFAPA.  
 
CADD je spletno orodje za oceno relativne patogenosti nukleotidnih sprememb v človeškem 
genomu. Trenutni modeli oziroma orodja za napovedovanje vpliva genetskih sprememb na 
strukturo in funkcijo proteinov navadno temeljijo le na določenem tipu informacije (npr. 
ohranjenost regije) ali pa so vezane le na določen tip in lokacijo spremembe. Orodje CADD 
združuje informacije in anotacije iz različnih podatkovnih zbirk v enotno meritev za vsako 
spremembo in je trenutno eden izmed boljših modelov za napovedovanje vpliva genetskih 
sprememb (74). 
 
CADD rezultat pri novo odkriti spremembi p.Pro200Thr pri dveh bolnikih je bil 28,4. 
Vrednosti CADD nad 10 ima po napovedih modela 10 % najbolj patogenih sprememb v 
človeškem genomu. Vrednosti nad 20 ima po napovedih modela 1 % najbolj patogenih 
sprememb, nad 30 pa 0,1 % (74). Rezultat CADD te spremembe torej pomeni, da je ta 
sprememba med 1 % do 0,1 % najbolj patogenimi spremembami v genomu in nakazuje na 
zelo verjetno vpletenost oziroma vzročnost te spremembe v patogenezi sindroma PFAPA. 
Glede na visoko vrednost rezultata CADD bi pričakovali, da imata bolnika bolezen CAPS 
sindrom in ne PFAPA. Vzrok temu je verjetno zopet variabilna ekspresivnost genetske 
spremembe, ki lahko rezultira  v različnih kliničnih slikah. Kot že prej omenjeno, ena od 
hipotez o vzročnosti sindroma PFAPA je ta, da je PFAPA lažja oblika ostalih 
avtoinflamatornih sindromov, kot posledica genetskih sprememb z različno ekspresivnostjo 
v vzročnih genih periodičnih vročinskih sindromov, pri čemer pa so to spremembe, ki se v 
manjšem deležu pojavljajo tudi v splošni populaciji (12,13). Žal nismo imeli možnosti 
testirati staršev obeh bolnikov in tako ugotoviti, ali je sprememba nova ali podedovana.  
 
Gen TNFRSF1A  
Pri genu TNFRSF1A smo analizirali eksone 2, 3, 4 in 6, kjer so skoraj vse opisane patogene 
spremembe povezane s sindromom TRAPS (13). Pri eni bolnici smo odkrili spremembo 
p.Arg121Gln, ki je zavedena v zbirki Infevers kot simptomatska, saj je bila opredeljena pri 
bolnikih z blago obliko sindroma TRAPS (75). Hkrati je sprememba prisotna tudi v zdravi 
populaciji (75). Funkcionalne študije so dokazale, da sprememba ne vpliva na ekspresijo 
gena, lokalizacijo proteina in interakcijo z TNF, ima pa vpliv na povečan vnetni odziv 
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(76,77). Tako je še vedno nejasno, ali je sprememba polimorfizem ali sprememba z nizko 
penetranco.  
 
Ostale genetske študije pri bolnikih s sindromom PFAPA so pokazale podobne deleže 
sprememb v avtoinflamatornih genih (13,64), vendar pa avtorji niso dokončno opredelili, ali 
imajo te spremembe vpliv na patogenezo ali ne. 
 
5.4.2 Genetske spremembe pri ostalih preiskovanih genih 
Vzrok in etiologija sindroma PFAPA ostajata neznana. Zaradi takojšnjega odziva na 
kortikosteroide je bolj verjeten vzrok porušeno ravnotežje citokinov kot okužba (5). Študije 
kažejo na hiter porast in padec vnetnih citokinov IL-1 β, IL-18, TNF-α in IFN-γ v začetnih 
urah zagona in porast IL-6 kasneje med zagonom. V obdobju med vročinskimi epizodami 
pride do njihove normalizacije (11). Vnetni citokin IL-17 in hematopoetski rastni faktor IL-
7 (11) in protivnetna citokina IL-10 inIL-4 so znižani (17).  
 
Citokin IL-1β igra pomembno vlogo v avtoinflamaciji. Pri bolnikih s PFAPA je produkcija 
IL-1β v monocitih povečana, verjetno kot posledica genetskih sprememb v genih, povezanih 
z inflamasomi, ki neposredno vodijo do sprememb v sami aktivaciji inflamasoma (13). 
Istočasno prihaja pri bolnikih s PFAPA med samim zagonom bolezni do povečane ekspresije 
genov, povezanih z inflamasomi. Zdravljenje z blokado IL-1β receptorja se je izkazalo kot 
zelo učinkovito (7). Vse to močno nakazuje na vpletenost inflamasomov v patogenezo 
sindroma PFAPA.  
 
Zaradi teh dejstev smo poleg gena NLRP3 analizirali še gena AIM2 in PYCARD, ki kodirata 
proteina, vključena pri nastanku inflamasoma AIM2, dodatno pa smo analizirali še gene, ki 
so se nam po pregledani strokovni literaturi zaradi svojega delovanja in povišanega 
proteinskega nivoja pri bolnikih s PFAPA zdeli morebitni kandidatni geni. 
 
Pomnožili smo celotno kodirajočo regijo genov CXCR3 in SPAG7 ter celotno kodirajočo in 
del regulatorne in UTR regije genov AIM2, PYCARD, SAA1, SAA2, CXCL9 in CXCL10. Do 
danes še ni bilo narejenih analiz teh genov pri bolnikih s PFAPA. 
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Pri genu AIM2 smo odkrili sedem sprememb, pri genu PYCARD eno spremembo, pri genu 
SPAG7 osem sprememb, pri genu SAA1 13 sprememb, pri genu SAA2 osem sprememb, pri 
genu CXCL10 šest sprememb, pri genu CXCL9 tri spremembe, pri genu CXCR3 pa 
sprememb nismo opredelili. 
 
Gen AIM2 
Analizirali smo celotno kodirajočo in velik del nekodirajoče regije AIM2. Opredelili smo 
sedem sprememb, vse v nekodirajoči regiji gena, pri čemer je pet sprememb imelo frekvenco 
v skupini bolnikov podobno kot v evropski populaciji, zato verjetno nimajo vpliva na 
regulacijo oziroma ekspresijo gena. 
Sprememba c.-208A>C leži v regulatorni regiji gena in bi tako lahko imela vpliv na njegovo 
ekspresijo. Frekvenca v preiskovani populaciji je odstopala od frekvence v evropski 
populaciji, zato smo dodatno preverili še 200 zdravih oseb in 19 bolnikov. Po analizi smo 
ugotovili, da sta MAF zdrave slovenske populacije in MAF bolnikov skoraj enaka, kljub 
temu pa menimo, da bi gen AIM2 in tudi ta sprememba vseeno lahko imela vpliv na 
patogenezo, verjetno preko epigenetskih mehanizmov regulacije gena.  
 
Gen CXCL10 
Pri genu CXCL10 smo poleg petih sprememb, ki verjetno nimajo vpliva na funkcijo in 
strukturo proteina, opredelili tudi spremembo c.-201G>A, ki je v bazi HGMD zavedena kot 
polimorfizem, povezan z boleznijo. Študija tega gena oziroma te spremembe je potrdila, da 
le ta spremeni afiniteto vezave različnih transkripcijskih faktorjev (78), kot so IRF1, NF-κB, 
STAT-1, AP-1, FoxA2a (73) in drugih, na ta gen in tako vpliva na njegovo izražanje (78). 
Kljub dejstvu, da je prisotnost spremembe v zdravi populaciji skoraj ista kot v naši 
preiskovani, ima ta sprememba zaradi vpliva na vezavo transkripcijskih faktorjev vseeno 
lahko vpliv na izražanje tega proteina in na proces avtoinflamacije v sindromu PFAPA.  
 
V genih MVK, SAA1, SAA2, PYCARD, SPAG7, CXCL9 in CXCR3 klinično pomembnih 
sprememb nismo odkrili. 
 
Pri 23 bolnikih od 62, ter pri enem dodatnem, testiranem samo za gen MEFV, smo opredelili 
spremembe, ki imajo morebiten vpliv na patogenezo sindroma PFAPA, in sicer v genih 
MEFV, NLRP3, TNFRSF1A in CXCL10. Sedem od teh bolnikov je imelo po dve različni 
spremembi. 
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5.5 Primerjava fenotipskih značilnosti z genotipom 
Primerjali smo klinične značilnosti bolnikov, ki so nosili eno od sprememb z možnim 
vplivom na avtoinflamacijo v avtoinflamatornih genih (MEFV, NLRP3, TNFRSF1A) in genu 
CXCL10 s tistimi, ki niso bili nosilci sprememb. Ugotovili smo, da med skupinama ni bilo 
statistično značilnih razlik. 
 
5.6 Prispevek doktorskega dela in doprinos k znanosti  
Naša raziskava predstavlja originalen prispevek k znanosti in novosti v medicini, saj smo: 
 
 klinično opredelili skupino bolnikov s PFAPA v Sloveniji, ki se vodijo na Pediatrični 
kliniki v Ljubljani; 
 analizirali gene, katerih mutacije povzročajo druge periodične vročinske sindrome 
(geni MEFV, NLRP3, MVK, TNFRSF1A); 
 prvič na katerikoli skupini bolnikov s sindromom PFAPA analizirali inflamasomske 
gene AIM2 in PYCARD, gene za protein SAA (SAA1 in SAA2), gen SPAG7 ter gene 
za kemokina CXCL10 in CXCL9 in za njun receptor CXCR3. 
 
 
Sindrom PFAPA je definiran kot sporadičen, a izjemno visok delež pozitivne družinske 
anamneze v naši skupini bolnikov kaže na pomembno vlogo genetskih dejavnikov. Skupno 
smo v 12 analiziranih genih opredelili 83 različnih sprememb. Ugotovili smo, da več kot 
tretjina bolnikov nosi klinično verjetno pomembno spremembo v genih MEFV, NLRP3, 
TNFRSF1A in CXCL10. Sedem od teh bolnikov je nosilcev dveh različnih sprememb.  
Domnevamo, da imajo te spremembe večinoma nizko penetranco in variabilno ekspresivnost 
in same niso zadostne za pojav tipične slike drugih avtoinflamatornih bolezni, zelo verjetno 
pa imajo vpliv na dovzetnost za avtoinflamacijo in tako lahko prispevajo k patogenezi 
sindroma PFAPA. Na osnovi izsledkov naše raziskave sklepamo, da je sindrom PFAPA 
rezultat delovanja različnih sprememb z nizko penetranco in variabilno ekspresivnostjo v 
različnih genih v kombinaciji z epigenetskimi in okoljskimi dejavniki (48), ki skupaj vodijo 
v razvoj enotne klinične slike sindroma PFAPA (slika 8).  
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Slika 8: Preplet patogeneznih poti periodičnih vročinskih sindromov. 
Povzeto po (79). Verjetno je tudi sindrom PFAPA posledica porušene ene ali več od teh poti, do katere pride 
zaradi sprememb v različnih genih v kombinaciji z okoljskimi in epigenetskimi dejavniki.  
 
Ker nam dobljeni rezultati na nivoju sprememb genov na dajo celotnega odgovora na vzrok 
in etiologijo sindroma PFAPA, bi bilo smiselno razširiti raziskave na nivo epigenetike, 
predvsem ugotoviti vpliv metilacije na izražanje genov oziroma ugotoviti, ali obstajajo 
razlike v metilaciji izbranih genov med zdravo populacijo in bolniki s sindromom PFAPA. 
Predvsem je tu zanimivo vprašanje, zakaj bolezen traja le nekaj let in nato večinoma 
spontano izzveni. Raziskave na tam področju so zelo omejene, oziroma jih dejansko ni, se 
pa že v določenih študijah avtorji sprašujejo, ali je dejansko vzrok na nivoju okolja in 
epigenetike (48).  
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6 ZAKLJUČEK 
Namen naše raziskave je bila klinična opredelitev bolnikov s PFAPA, ki se vodijo na 
Pediatrični kliniki v Ljubljani, in dodatna pojasnitev patogeneze sindroma PFAPA na osnovi 
ugotovljenih genetskih značilnosti pri bolnikih s PFAPA.  
 
V naši raziskavi smo ugotovili, da: 
 je 23 bolnikov nosilcev sprememb z možnim vplivom na vnetni proces; 
 so to spremembe v genih MEFV, NLRP3, TNFRSF1A in genu CXCL10; 
 spremembe v genih MVK, AIM2, PYCARD, SPAG7, SAA1, SAA2, CXCL9 in CXCR3 
verjetno niso povezane s kliničnimi znaki sindroma PFAPA; 
 da je družinska anamneza pozitivna pri 70 % bolnikih s sindromom PFAPA, kar 
močno nakazuje na genetsko ozadje bolezni; 
 med bolniki s PFAPA in zdravo populacijo ni velikih razlik v genetskih značilnosti 
v preiskovanih genih, a to ne pomeni, da spremembe, ki smo jih identificirali, nimajo 
vpliva na vnetni proces pri sindromu PFAPA; 
 so nekateri bolniki s sindromom PFAPA nosilci nekaterih manj penetrantnih, vendar 
klinično pomembnih sprememb v genih, ki so povezani z drugimi periodičnimi 
vročinskimi sindromi, pri čemer pa statistično značilna povezava v razlikah med 
genotipi bolnikov z različnimi manifestacijami bolezni in družinsko anamnezo ne 
obstaja; 
 so nekateri bolniki s sindromom PFAPA nosilci nekaterih klinično pomembnih 
sprememb v ostalih preiskovanih genih, pri čemer pa statistično značilna povezava s 
pojavnostjo bolezni ne obstaja. 
 
 
Naša hipoteza je bila, da so spremembe v genih MEFV, NLRP3, MVK, TNFRSF1A ter genih 
AIM2, PYCARD, SPAG7, SAA1, SAA2, CXCL10, CXCL9 in CXCR3 povezane s kliničnimi 
manifestacijami sindroma PFAPA.  
 
Na podlagi ugotovitev smo za gene MVK, AIM2, PYCARD, SPAG7, SAA1, SAA2, CXCL9 in 
CXCR3 zastavljeno hipotezo zavrnili, medtem ko smo jo za gene  MEFV, NLRP3, 
TNFRSF1A in CXCL10 potrdili in pokazali njihovo povezavo s kliničnimi manifestacijami 
sindroma PFAPA.  
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